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ZUSAMMENFASSUNG 
 
Jährlich werden weltweit rund eine Million Brustkrebs Neuerkrankungen registriert. Die 
Erforschung der molekularen Ursachen dieser Erkrankung sowie die Identifizierung di-
stinktiver Biomarker, die eine Tumorentstehung frühzeitig anzeigen und Vorhersagen über 
den Krankheitsverlauf erlauben, spielen somit eine zunehmend bedeutende Rolle innerhalb 
der modernen Medizin. Geeignete Biomarker könnten zukünftig dabei helfen Tumoren 
früher zu identifizieren, den Verlauf der Erkrankung besser einzuschätzen und die für den 
Krebspatienten optimale Behandlungsstrategie auszuwählen.  
Aus aktuellen Forschungsergebnissen geht ein möglicher Zusammenhang zwischen einer 
deregulierten Aktivität der Hedgehog (HH)-Signalkaskade sowie des WNT-Signalweges 
und der Entstehung humaner Brusttumoren hervor. SFRP1 ist ein negativer Regulator der 
WNT-Signalkaskade, dem eine funktionelle Bedeutung als Tumorsuppressor innerhalb der 
humanen Mammatumorgenese zugeschrieben wird.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst die drei HH-Signalwegmitglieder SHH, GLI1 
und FOXM1 auf ihre Qualität als molekulare Biomarker des humanen Mammakarzinoms 
untersucht. Die Ergebnisse der Protein und mRNA Expressionsanalysen zeigen für alle 
drei Mitglieder dieser Signalfamilie eine Überexpression in den analysierten Brusttumoren 
(n = 204) bzw. Brusttumorzelllinien (n = 9), die mit diversen kliniko-pathologischen Pa-
rametern dieser Tumoren korreliert. So ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen 
einer erhöhten zytoplasmatischen Expression von SHH und den Tumorparametern Größe 
(P < 0,01), histologischer Grad (P < 0,01) und HER2-Rezeptorstatus (P = 0,049). Die Ex-
pressionsanalysen dieses Gens zeigten außerdem, dass die Transkription von SHH über 
einem kombinatorischen Mechanismus aus Promotormethylierung und Nutzung alternati-
ver Transkriptionsstartpunkte reguliert wird. 
Für den HH Transkriptionsfaktor GLI1 konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte nukleäre 
Expression signifikant mit dem Tumorstadium der Patienten korreliert (P < 0,001) und eine 
signifikante Assoziation zum Nodalstatus zeigt (P = 0,027). Das abundante nukleäre Auf-
treten von GLI1 ist zudem mit einem signifikant verkürzten Gesamtüberleben betroffener 
Brustkrebspatienten assoziiert (P = 0,019).  
Auch für FOXM1 wurde eine nukleäre Überexpression in den analysierten Tumorgeweben 
festgestellt, die in einem signifikanten Zusammenhang mit dem HER2-Rezeptorstatus 
(P = 0,045) steht und eine leichte Assoziation zu einem verkürzten Gesamtüberleben der 
Patienten zeigt (P = 0,110). Erste funktionelle Analysen dieses Moleküls zeigten zudem, 
dass eine Inhibition der FOXM1 Expression zu einer verminderten Zellproliferation, Mig-
ration und Invasion maligner Brustzelllinien in vitro führt. Cyclin B1 und Aurora B Kinase 
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konnten als mögliche Zielgene einer FOXM1 vermittelten Transaktivierung identifiziert 
werden. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine Bedeutung der HH-
Signalkaskade innerhalb der humanen Brusttumorgenese hin und charakterisieren diesen 
Signalweg weiterhin als mögliches therapeutisches Angriffsziel bei HER2 positiven Brust-
tumoren.  
Weiterhin wurden die funktionellen Auswirkungen eines Sfrp1 Verlustes in vivo anhand 
eines Sfrp1-Knockout Mausmodells analysiert. Die Ergebnisse der phänotpyischen Analy-
sen homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse (Sfrp1-/-) zeigten einen funktionellen Einfluss des 
Sfrp1 Verlustes auf die Fertilität dieser Tiere. So wurden verringerte Anzahlen homozygo-
ter Nachkommen sowie histologische Auffälligkeiten in Uterus- und Brustgeweben ho-
mozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse im Stadium direkt nach der Geburt beobachtet. Zudem 
waren entsprechende Oxytocinrezeptor mRNA Level in Brustgeweben homozygoter 
Sfrp1-Knockout Mäuse während der Schwangerschaft sowie kurz nach der Geburt erhöht.  
Die Analysen der Sfrp1 Expression in Brustgeweben von Wildtyp Mäusen (Sfrp1+/+) ver-
schiedener Alters- und Entwicklungsstufen zeigte, dass es zu einer gesteigerten Expression 
von Sfrp1 während der Schwangerschaft, Laktation, Involution sowie in Brustgeweben 
älterer Mäuse kommt. Diese Prozesse sind mit der morphologischen Umstrukturierung des 
Brustgewebes assoziiert und müssen wie alle wachstums- und entwicklungsspezifischen 
Prozesse, strengen zellulären Kontrollmechanismen unterliegen, die eine ungerichtete und 
entartete Proliferation der Zellen verhindern. Eine verstärkte Sfrp1 Expression innerhalb 
dieser Stadien unterstreicht demnach die tumorsuppressiven Eigenschaften dieses Gens.  
Anhand dieser Ergebnisse ist es gelungen die HH-Signalwegmitglieder SHH, GLI1 und 
FOXM1 als neue vielversprechende Biomarker des humanen Mammakarzinoms zu identi-
fizieren, zu charakterisieren und für prospektive klinische Studien vorzuschlagen. Zudem 
wurden erstmalig entwicklungsabhängige histologische Auffälligkeiten in Uterus- und 
Brustgeweben homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse beobachtet, die zur weiteren Ent-
schlüsselung Sfrp1 assoziierter Funktionen in vivo beitragen. 
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SUMMARY 
 
Every year around one million new incidences for breast cancer are registered worldwide. 
Analyses of the molecular origins of breast cancer as well as the identification of new dis-
tinctive biomarkers which indicate tumour development and allow to predict the tumour 
outcome are of increasing interest for modern medicine. Suitable biomarkers can help with 
an earlier diagnosis of tumours, a better prediction of disease progression and with im-
proved prognostics for the selection of optimized treatment strategies.  
Results from recent studies point towards a possible association between the deregulated 
activity of HH and WNT signalling and the development of human breast tumours. SFRP1 
is an important inhibitor of WNT signalling to which a remarkable role as a tumour sup-
pressor in human breast tumourigenesis has been assigned.  
 
In line with these studies, the quality of the three HH signalling members SHH, GLI1 and 
FOXM1 as molecular biomarkers of the human mammary carcinoma was evaluated. The 
results from protein and mRNA expression analyses showed an overexpression of all three 
molecules within the analysed set of breast tumours (n = 204) as well as in a set of breast 
tumour cell lines (n = 9), which correlated to certain clinic pathological characteristics of 
the tumours.  
A significant association was detected between increased levels of cytoplasmic SHH ex-
pression and the tumour characteristics size (P < 0.01), histological grade (P < 0.01) and 
HER2 receptor status (P = 0.049). Expression analyses on SHH further showed that the 
transcription of this gene is regulated through combined mechanisms of promoter methyla-
tion and the use of alternative transcription start sites.  
For the transcription factor GLI1, we found that increased levels of nuclear GLI1 expres-
sion correlated significantly with tumour stage (P < 0.001), and also showed a significant 
association with the nodal status of the analysed tumours (P = 0.027). An abundant nuclear 
appearance of GLI1 was further associated with a significantly reduced overall survival 
(P = 0.019) of breast cancer patients.  
For FOXM1 increased levels of nuclear expression were also detected in the analysed tu-
mourous tissues and showed a significant correlation to the HER2 receptor status 
(P = 0.045), as well as to reduced overall survival tendencies of the analysed patients 
(P = 0.019). First functional analyses on this molecule also showed that an inhibition of 
FOXM1 expression leads to reduced cell proliferation, migration and invasiveness of hu-
man breast tumour cell lines in vitro. Furthermore Cyclin B1 and Aurora B Kinase could be 
identified as potential target genes of FOXM1 mediated transactivation.  
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Taken together these data point towards a potential role of the HH signalling pathway in 
human breast tumourigenesis and further characterizes this signalling pathway as a possi-
ble new therapeutic target in HER2 positive breast cancers.  
As an additional project the functional consequences of a Sfrp1 loss in vivo were analysed 
on the basis of a Sfrp1-knockout mouse model. Results from the phenotypical analyses of 
homozygous knockout mice showed a functional influence of Sfrp1 on fertility characteris-
tics of these animals. Reduced numbers of homozygous litters, as well as histological ab-
normalities in uterine and breast tissues of homozygous Sfrp1-knockout mice were ob-
served shortly after birth. Also Oxytocin receptor mRNA levels in breast tissues of homo-
zygous Sfrp1-knockout mice were increased during pregnancy and shortly after birth. 
Analyses of Sfrp1 expression in breast tissues of wildtype mice from different age and de-
velopmental stages showed that Sfrp1 expression is increased during pregnancy, lactation, 
involution, as well as in breast tissues of elder mice. These processes are associated with 
the morphological reorganisation of breast tissues and as all growth and developmental 
processes they underlie strict cellular control mechanisms, which inhibit non-directed and 
abnormal proliferation of the cells. An increased expression of Sfrp1 within these im-
portant stages therefore underlines the putative tumour suppressive function of this gene.  
In summary, the presented study successfully identified the three HH signalling members 
SHH, GLI1 and FOXM1 as novel and potentially useful biomarkers in human breast can-
cer. The clinical potency of these biomarkers was characterized and the most promising 
candidates were suggested for further validation in independent, prospective clinical stud-
ies. Also for the first time histological differences in uterine and breast tissues of homozy-
gous Sfrp1 knockout mice from certain developmental stages were detected that may con-
tribute to the definition of Sfrp1 associated functions in vivo. 
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1.1 Das humane Mammakarzinom 
1.1.1 Epidemiologie 
Brustkrebs (lateinisch: Mammakarzinom) ist weltweit die häufigste Tumorerkrankung bei 
Frauen (29 %), gefolgt von malignen Erkrankungen des Darmes (17,5 %) und der Lunge 
(6,4 %) (RKI, 2008). Jede achte bis zehnte Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem 
Mammakarzinom. Nach Angaben der Welt-Gesundheitsorganisation (WHO) waren allein 
im Jahr 2000 über eine Million Frauen von Brustkrebs betroffen, von denen ca. 370 000 
verstarben. Für Europa ging man im selben Jahr von 350 000 Neuerkrankungen und 
130 000 Sterbefällen aus (Tyczynski et al., 2008). Schätzungen der Dachdokumentation 
Krebs des Robert-Koch-Institutes (RKI) gehen davon aus, dass in Deutschland jährlich ca. 
47.500 Brustkrebsneuerkrankungen auftreten (RKI, 2005). Abb. 1.1 zeigt, dass sich die 
Anzahl an Brustkrebserkrankungen bei Frauen seit 1970 verdoppelt hat, während die Mor-
talität seit 1995 einen schwach rückläufigen Trend aufweist (Katalinic et al., 2006). 
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Abb. 1.1: Verlauf der altersstandardisierten Brustkrebs-Inzidenz und Mortalität in Deutschland 
Verändert nach: Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland (GEKID) e.V.und das RKI 
(2006). 
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Fortschritte in der Behandlung und Therapie des Mammakarzinoms, aber auch verbesserte 
Früherkennungsmethoden konnten dazu beitragen, die relative 5-Jahres Überlebensrate für 
Brustkrebspatientinnen, die vor wenigen Jahren noch bei 73 % lag, auf 81 % zu steigern 
(RKI, 2008). Dennoch belegt das Mammakarzinom mit 18 % den höchsten Rang in aktuel-
len Statistiken zur Krebssterblichkeit bei Frauen.  
Laut Todesursachenbericht des Statistischen Bundesamtes verstarben im Jahr 2008 17.345 
Frauen in Deutschland an Brustkrebs (Statistisches Bundesamt, 2010). Während in reichen 
Ländern die Sterberaten für Brustkrebs sinken, bleiben sie in ärmeren Ländern relativ kon-
stant. Dies könnte mit den schlechteren diagnostischen und therapeutischen Möglichkeiten 
dieser Länder zusammenhängen.  
Auffällig ist zudem eine vermehrte Inzidenz von Brustkrebsneuerkrankungen in den In-
dustrienationen (WHO, 2003). Gesteigerte Lebenserwartung sowie veränderte Lebensge-
wohnheiten werden nach derzeitigem Erkenntnisstand als Gründe hierfür angesehen. Man 
vermutet, dass Faktoren wie z.B. späte Schwangerschaft, veränderte Essgewohnheiten, 
Übergewicht, Alkoholkonsum sowie frühe Einnahme hormoneller Empfängnisverhü-
tungsmittel eine Rolle spielen könnten. Zusätzlich gelten frühe Menarche und eine späte 
Menopause als weitere Risikofaktoren. Das Risiko an Brustkrebs zu erkranken nimmt mit 
fortschreitendem Alter zu. Der Altersanstieg der Inzidenzraten (Neuerkrankungsraten) ist 
besonders auffällig bei Frauen zwischen dem 30. und dem 50. Lebensjahr (Abb. 1.2; (RKI, 
2008))  
 
Frauen
Altersgruppe (in Jahren)
250
200
150
100
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0
Erkrankungen pro 100.000
0-14    15-34   35-39   40-44    45-49    50-54   55-59   60-64    65-69    70-74   75-79   80-84   85-100
 
Abb. 1.2: Schätzung der altersspezifischen Brustkrebs-Inzidenz in Deutschland im Jahr 2008 
Erkrankungen pro 100 000 Frauen. Das Erkrankungsrisiko nimmt u. a. mit fortschreitendem Alter zu. Der 
Altersanstieg der Inzidenzraten ist besonders auffällig zwischen dem 30. und dem 50. Lebensjahr. Verändert 
nach: Krebs in Deutschland (RKI, 2008). 
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Im statistischen Vergleich der Überlebensraten nach Diagnosezeiträumen weisen zuletzt 
diagnostizierte Brustkrebserkrankungen (1990 bis 1994) wesentlich verbesserte Überle-
bensraten auf als Erkrankungen aus dem Diagnosezeitraum 1980 bis 1984. Die Ursachen 
dieser Verbesserungen (Früherkennung oder evt. medizinischer Therapiefortschritt) sind 
jedoch noch nicht eindeutig geklärt. Durch gezielte Maßnahmen, wie z.B. Mammographie-
Screening-Programme, Einrichtung und Zertifizierung von Brustzentren sowie der ausgie-
bigen Forschung nach neuen Therapieansatzpunkten, soll auch in Zukunft die Mortalität 
gemindert und die Lebensqualität von Brustkrebspatienten erhöht werden. 
 
1.1.2 Ursachen und Risikofaktoren 
Es gibt unterschiedliche Risikofaktoren, die die Entwicklung humaner Brustkrebserkran-
kungen begünstigen. Man unterscheidet zwischen erblich bedingter Veranlagung sowie 
hormonellen und äußeren Faktoren. Ca. 5 % aller Erkrankungsfälle sind erblich bedingt 
(Deutsche Krebsgesellschaft (DKG), 2009). Frauen mit Mutationen in den Brustkrebs Ge-
nen BRCA1 und BRCA2 tragen ein besonders hohes Risiko. So erkranken Trägerinnen ei-
ner BRCA1 Mutation mit einer Wahrscheinlichkeit von 65 % und Trägerinnen einer 
BRCA2 Mutation mit einer Wahrscheinlichkeit von 45 % an Brustkrebs (Antoniou, 2003). 
Weitere Gene, deren Mutationen nach derzeitigem Erkenntnisstand das Risiko an Brust-
krebs zu erkranken steigern, sind p53, PTEN, STK11, CDH1 ATM, CHK2 sowie BRIP-1. 
Frauen mit mindestens zwei Fällen von Brustkrebserkrankungen in der direkten Verwandt-
schaft haben ebenfalls ein statistisch nachweisbar erhöhtes Risiko an Brustkrebs zu erkran-
ken (Beral et al., 2001). Somit wird eine tumorgenetische Beratung in Familien mit gehäuf-
tem Brustkrebsvorkommen empfohlen. Neben der genetischen Prädisposition spielen auch 
hormonelle Faktoren eine Rolle für die Entstehung humaner Mammakarzinome. So erhö-
hen östrogen- oder progesteronhaltige Medikamente, die zur Linderung von Wechseljah-
resbeschwerden eingesetzt werden das Risiko um bis zu 45 % (Siegmund-Schultze et al., 
2008). Eine frühe Menarche sowie das späte Einsetzen der Menopause scheinen das Brust-
krebsrisiko ebenfalls leicht zu erhöhen. Frauen, die in jungem Alter Kinder bekommen und 
lange stillen, haben hingegen ein etwas niedrigeres Risiko (Collaborative Group on Hor-
monal Factors in Breast Cancer, 2002). Zudem wird momentan die Rolle des Peptidhor-
mons Endothelin sowie des Endothelin-konvertierenden Enzyms im Rahmen der Brust-
krebsentstehung und der Brustkrebsmetastasierung diskutiert (Smollich et al., 2007).  
Weitere Risikofaktoren, die nach derzeitiger Erkenntnis die Entstehung von Mammakarzi-
nomen fördern, sind beispielsweise die Exposition mit ionisierender Strahlung in jungen 
Jahren, deutliches Übergewicht, übermäßiger Zigaretten- und Alkoholkonsum sowie Son-
nen- bzw. Vitamin-D-Mangel (Lappe et al., 2007; Mettler et al., 1996; Reynolds et al., 
2004; Smollich et al., 2007). 
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1.1.3 Histologie und Stadieneinteilung 
Die weibliche Brust liegt unter der Haut dem großen und kleinen Brustmuskel auf und er-
streckt sich dort von der zweiten bis zur siebten Rippe. Sie besteht aus der Brustdrüse 
(Glandula mammaria) mit umgebendem Fett- und Bindegewebe, versorgenden Nerven 
und Gefäßen sowie Haut, Brustwarze (Mamille) und dem Warzenhof (Areola). Die Brust-
drüse (Glandula mammaria) bildet den eigentlichen Ort der Milchproduktion. Sie ist auf-
geteilt in einen duktalen Anteil, bestehend aus den Milchgängen (Duci lactiferi), die sich 
auftrennen in kleinere und größere Milch abführende Gänge (Duktuli) und letztlich in die 
Brustwarze (Papilla mammae) münden sowie einem lobulären Anteil, den Drüsenläppchen 
(Lobuli), welche durch kleine Milchgänge zum Drüsenlappen verbunden sind (Abb. 1.3). 
 
 
 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung der weiblichen Brust 
A zeigt eine Ansicht zweier Terminal-duktulobulärer Einheiten (TDLE). In B ist ein Querschnitt durch die 
weibliche Brust dargestellt. Verändert nach: DKG, 2009. 
 
Die Drüsenläppchen (Lobuli glandulae mammariae) formen ein Hohlraumsystem, in dem 
sich die Milch zunächst sammeln kann. Der Lobulus ist in eine Kollagenschicht eingebettet 
und setzt sich zu großen Teilen aus Milchbildungszellen (Drüsenepithelien), einem Lumen, 
und zu einem kleineren Anteil aus Myoepithelzellen zusammen. Im Lumen sammelt sich 
die Milch, die durch eine Art „Pressfunktion“ der Myoepithelzellen aus dem Lobulus ent-
lassen wird. Alle Zellen sind azinös (beerenartig) um das Lumen herum verteilt. Aus dem 
Lumen führt ein Ausführungsgang (Terminal ductus), der in einen kleinen Milchgang, den 
Ductus lactifer mündet. Mehrere Lobuli setzen sich zu einem traubenförmigen Drüsenlap-
pen, dem Lobus glandulae mammariae zusammen. Die Brustdrüse enthält insgesamt 10 bis 
20 Lobi, die fast sternförmig um die Brustwarze herum angeordnet sind. Aus jedem Lobus 
führt ein großer Milchgang (Ductus lactifer colligens), der sich aus den Gangsystemen 
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kleinerer Milchgänge entwickelt. Kurz vor dem Einmünden der großen Milchgänge in die 
Brustwarze erweitern sich diese zu Milchsäckchen (Sinus lactifer). Durch die Produktion 
der weiblichen Sexualhormone in der Pubertät kommt es zur Zunahme des Bindegewebes 
und zur Proliferation und Differenzierung des Drüsenbaumes zu laktierenden Brustdrüsen. 
Vom Zeitpunkt des Einsetzens der Menarche bis zur Menopause unterliegt die weibliche 
Brustdrüse einem hohen hormonellen Einfluss (Lüllmann-Rauch, 2003). Tumoren des 
Brustgewebes werden je nach Wachstumseigenschaften und Migrationsverhalten in invasi-
ve und nicht invasive Karzinome unterschieden (Karzinoma in situ) (Abb. 1.4). Des Weite-
ren werden humane Mammakarzinome auch nach ihrem Ursprungsgewebe bezeichnet. So 
werden Tumoren, die aus dem Epithel der Milchgänge hervorgehen, beispielsweise als 
duktale Karzinome bezeichnet und Tumoren, die aus dem lobulären Gewebe der Brust 
entstehen, als lobuläre Karzinome. 
 
 
 
Abb. 1.4: Typische Histologie eines invasiv lobulären Mammakarzinoms (ILC) und eines duktalen 
Karzinoma in situ (DCIS) 
In A und B sind typische histologische Merkmale eines ILC dargestellt. In Einerreihen angeordnete Tumor-
zellen mit Siegelringzellmorphologie infiltrieren das stark desmoplastische Stroma. Die Tumorzellkerne 
liegen exzentrisch im Zytoplasma. C und D zeigen ein DCIS mit Mikroverkalkungen. Die Gänge werden 
ausgekleidet von Epithelien mit mikropapillärem und kribriformem Wachstumsmuster. Verändert nach: Pa-
thoPic©; http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/intro.htm. 
 
Duktale Karzinoma in situ (DCIS) sowie lobuläre Karzinoma in situ (LCIS) gehören zur 
Gruppe der nicht-invasiven Tumoren. Das Stadium des DCIS ist die früheste klinisch di-
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agnostizierbare Stufe von Brustkrebs und beschreibt ein frühes abnormales Zellwachstum 
in den Milchgängen der Brust. Gleichzeitig ist das DCIS die Vorstufe zum invasiv dukta-
len Karzinom. LCIS beschreibt einen Tumor, der sich in der Brustdrüse entwickelt hat, aus 
dieser jedoch noch nicht hervorgebrochen ist, bzw. das umliegende Gewebe noch nicht 
infiltriert hat. Invasiv duktale Karzinome (IDC) und invasiv lobuläre Karzinome (ILC) sind 
die häufigsten Erscheinungsformen invasiver Brusttumoren und machen ca. 70 % aller 
Brustkrebserkrankungen aus. Charakteristisch für das infiltrierende duktale Karzinom ist 
ein sehr dichter Knoten mit unregelmäßigen Begrenzungen, der mit dem umliegenden Ge-
webe fest verwachsen ist.  
Im Zuge der mammografischen Untersuchung findet man häufig Mikroverkalkungen in-
nerhalb des Tumorgewebes, da diese Tumoren mit starken internen Nekroseprozessen ein-
hergehen. Das ILC entwickelt sich in der Brustdrüse. 10-20 % aller Brusttumoren gehen 
aus der Brustdrüse hervor.  
Alle übrigen Brusttumoren treten seltener auf und zeichnen sich durch spezifische Diffe-
renzierungsmuster aus. Spezielle Formen von Brustkrebserkrankungen sind beispielsweise 
das inflammatorische Mammakarzinom oder das Paget Karzinom, welches in der Brust-
drüse entsteht und im Zuge des Wachstums aus der Mammile hervorbricht und einen Ulkus 
bildet. 
 
1.1.3.1 Grad der Tumordifferenzierung 
Der Differenzierungsgrad eines Tumors gibt Auskunft über die histopathologische Diffe-
renzierung des Tumors (Grading). Je höher das Grading, desto ungünstiger ist das Verhal-
ten der Tumorzellen. Die Klassifizierung invasiver Karzinome richtet sich nach den drei 
Kriterien: Tubulusbildung, Gestalt und Größe der Zellkerne (Kernpolymorphie) sowie Mi-
toserate der Zellen. Diese Kriterien sind nach Elston und Ellis beschrieben (Elston und 
Ellis, 1993) und werden drei unterschiedlichen Differenzierungsgraden zugeordnet. 
 
G1 Gut differenziert 
G2 Mäßig differenziert 
G3 Gering differenziert 
Tab. 1.1: Differenzierungsgrade humaner Brusttumoren 
 
 
1.1.3.2 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung 
Humane Brusttumoren werden nach dem TNM-System klassifiziert, welches durch die 
„Union Internationale Contre le Cancer“ (UICC) erarbeitet worden ist (Wittekind, 2002). 
Die TNM-Klassifikation dient der Einteilung des Tumors und beschreibt dessen Größe (T), 
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die Anzahl der befallenen Lymphknoten (N) sowie eventuelle Fernmetastasierungen (M). 
Die Feststellung der Stadien ist eng mit der Prognose der Patienten verknüpft und wird in 
der klinischen Praxis häufig zur Festlegung des entsprechenden Behandlungsplans genutzt. 
Die nachfolgende Tabelle beschreibt die Parameter der TNM-Klassifikation für Brust-
krebs. Weitere Merkmale der TNM-Klassifikation werden im Anhang 5.4 näher erläutert. 
 
 
T 
Tumorgröße  
 
 
N 
Befa l lene  Lymphknoten  
 
 
M 
(Fern- )  Metastas ierung  
 
 
T0 
 
Kein Primärtumor nachweis-
bar 
 
N0 
 
Nicht nachweisbar 
 
M0 
 
Nicht nachweisbar 
Tis Karzinoma in situ, nicht 
invasiv 
N1 1-3 in der Achsel  
T1mic Mikroinvasion bis 0,1 cm  
 
N2 4-9 in der Achsel 
 
T1 
 
Bis 2 cm 
 
N3 
 
10 oder mehr in der 
Achsel oder unter/über 
dem Schlüsselbein  
 
M1 
 
Nachweisbar 
T2 > 2 cm bis 5 cm 
T3 > 5 cm 
T4 Tumor beliebiger Größe mit 
direkter Ausdehnung auf 
Brustwand (a) oder Haut (b) 
 
Tab. 1.2: TNM-Klassifikation für Brustkrebs (Wittekind, 2002) 
 
 
1.1.4 Prognostische Marker 
Verschiedene Parameter wie beispielsweise Größe des Primärtumors, Tumorgraduierung, 
regionärer Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung sowie Alter des Patienten und Be-
stimmung des Steroidrezeptorstatus (Östrogen- und Progesteronrezeptor) spielen für die 
Prognoseabschätzung von Brustkrebserkrankungen eine wichtige Rolle. Bis heute ist der 
axilläre Lymphknotenbefall der stärkste Prognosefaktor für Tumorrezidivbildung und Pati-
entenüberleben (Carter et al., 1989; Zugmaier et al., 2003). Prognostische Marker helfen 
den erwarteten Krankheitsverlauf ohne Berücksichtigung der Art und der Intensität der 
angewandten Therapie abzuschätzen. Ein besonders wichtiger Faktor hierfür ist das Tu-
morstadium, da es sowohl Größe und Lokalisation des Tumors, den Lymphknotenbefall als 
auch den Grad der Metastasierung betrachtet. Je höher das diagnostizierte Stadium des 
Tumors ist, desto schlechter fällt die Prognose des Erkrankten aus. 
Für die Behandlungsoptionen der Patienten ist das Vorkommen von Steroidhormonrezep-
toren auf den Oberflächen der Tumorzellen derzeit von großer Bedeutung. Die Festlegung 
des Östrogen- bzw. Progesteronrezeptorstatus des Tumors eignet sich als prädiktiver Bio-
marker, mittels dessen ein Ansprechen der Patienten auf eine adjuvante Hormontherapie 
(z.B. mit Tamoxifen) vorherzusagen ist (Bertucci et al., 2000; Locker, 1998). Patienten, 
deren Tumorzellen negativ für diese Rezeptoren sind, kommen dementsprechend für eine 
Hormontherapie nicht in Frage. Testergebnisse bezüglich des Vorkommens dieser Steroid-
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hormonrezeptoren werden durch den sogenannten immunreaktiven Score (IRS) ausge-
drückt. Dieser ergibt sich aus einer Multiplikation von Intensität und Quantität der gefärb-
ten Zellen.  
 
 
Färbeintensi tät  ( IRS)  
 
 
Posi t ive  Ze l len (PZ)  
 
 
             IRS 
 
0 Keine Reaktion 0 Keine 0 - 2 Negativ 
1 Schwache Reaktion 1 Weniger als 10 % 3 - 4 Schwach positiv 
2 Mäßige Reaktion 2 Zwischen 10 und 50 % 6 - 8 Mäßig positiv 
3 Starke Reaktion 3 Zwischen 51 und 80 % 9 - 12 Stark positiv 
4 Mehr als 80 % 
Tab. 1.3: IRS-Klassifikationsschema für Brustkrebs (Remmele und Stegner, 1987) 
 
Ein weiterer wichtiger prädiktiver Faktor ist der HER-Rezeptorstatus des Tumors. Eine 
Überexpression des HER2/neu Proteins ist in ungefähr 30 % aller invasiven Mammakarzi-
nome zu beobachten (Locker, 1998; Slamon et al., 2001). HER/neu ist ein Rezeptor für 
Wachstumsfaktoren, der die Zellproliferation stimuliert und gleichzeitig den programmier-
ten Zelltod (Apoptose) inhibiert. Patienten, deren Tumorzellen positiv für HER2/neu sind, 
zeigen einen aggressiveren Krankheitsverlauf. Für diese Patienten kommt eine Therapie 
mit Trastuzumab in Frage, einem monoklonalen Antikörper der spezifisch an den HER2-
Proteinrezeptor bindet und diesen somit blockiert (Slamon et al., 2001). Der HER2-
Rezeptor wird mittels immunhistochemischer Färbung invasiver Tumorzellen detektiert.  
 
1.1.5 Therapie 
Heutige Brustkrebstherapien verfolgen das Ziel frühe Stadien der Erkrankung vollständig 
zu heilen, lebensverlängernde Maßnahmen bei metastasierenden Mammakarzinomen zu 
treffen und Beschwerden im Endstadium der Erkrankung zu lindern (Deutsche Krebsge-
sellschaft e.V., 2008). Nach Feststellung und Lokalisation des Tumors ist die operative 
Exzision ein häufiger erster Behandlungsschritt. Um nach einer Operation sicher zu stellen, 
dass der Tumor vollständig entfernt wurde muss geprüft werden, ob das entnommene Tu-
mormaterial in den Randbereichen maligne Veränderungen aufweist. Ist dies der Fall, so 
sind weitere chirurgische Eingriffe zur vollständigen Entfernung des Tumors notwendig 
(Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2008). Im Anschluss daran behandelt man die Patienten 
mit adjuvanter Hormontherapie (z.B. mit Tamoxifen), Chemotherapie, Radiotherapie oder 
Immuntherapie. Die Wahl der jeweiligen Behandlungsmethode richtet sich dabei nach ei-
nem speziellen Schema. Je nach klinischem Befund (Alter, Krebsart, Tumorgröße und Me-
tastasierung) werden die Patienten zunächst in Hochrisiko- bzw. Niedrigrisikogruppen ein-
geteilt. Im Zuge einer operativen Entfernung eines Tumors wird die Radiotherapie als häu-
figste Nachbehandlungsmethode eingesetzt. Sie dient dazu Rezidive zu vermeiden und ist 
essentieller Bestandteil der brusterhaltenden Therapie. Das Gewebe wird dazu mit Rönt-
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gen- oder Gammastrahlung behandelt, um Restbestände von Tumorzellen bzw. neu entste-
hende Tumorzellen effektiv abzutöten. Da die Röntgenstrahlung jedoch neben den malig-
nen Zellen auch gesunde Zellen abtötet, können Nebenwirkungen in Abhängigkeit von der 
Dosis, Eindringtiefe und Häufigkeit der Behandlung auftreten. Systemische Therapien wie 
die Chemotherapie, Immuntherapie und Hormontherapie stellen weitere Behandlungsopti-
onen dar. Im Zuge dieser Behandlungen werden Medikamente eingesetzt, die Tumorzellen 
im ganzen Körper angreifen. Die Chemotherapie kann je nach Eigenschaften des Tumors 
sowohl vor als auch nach einer Operation eingesetzt werden. Vor einer Operation wird die 
sogenannte „neoadjuvante“ Chemotherapie genutzt, um die Größe des Tumors zu be-
schränken (Schaefer und Weber-Schöndorfer, 2005). Nach der Operation dient sie zur 
Vermeidung einer Rezidivbildung. Bei fortschreitender Ausbreitung und Metastasierung 
des Tumors wird die sogenannte „palliative“ Chemotherapie genutzt, um das weitere Tu-
morwachstum zu verlangsamen. Nach Beendigung der Chemotherapie können Patienten, 
deren Tumoren Östrogenrezeptor positiv sind, mittels Hormontherapie behandelt werden. 
HER2 positive Tumoren können in diesem Stadium mit Trastuzumab (Herceptin) nachbe-
handelt werden (Goldhirsch et al., 2007). Im Verlauf dieser Behandlungsverfahren kommt 
es häufig zur Ausbildung von Resistenzen gegenüber den eingesetzten Medikamenten. 
Dementsprechend sollte die Suche nach prognostischen Markern sowie neuen therapeuti-
schen Angriffspunkten für die Brustkrebstherapie essentieller Bestandteil zukünftiger For-
schungsschwerpunkte sein.  
 
1.1.6 Forschung nach neuen Biomarkern humaner Brustkrebs-
erkrankungen 
Biomarker spielen eine wichtige Rolle bei der Zuordnung humaner Mammakarzinome und 
helfen bei der Einteilung der Tumoren in Hoch- bzw. Niedrigrisikogruppen. Die Verbesse-
rung der Frühdiagnostik von Krebserkrankungen ist das übergeordnete, primäre Ziel der 
molekularen Onkologie. Je früher die Diagnose, umso breiter die Therapiemöglichkeiten 
und desto besser die Heilungs- bzw. Überlebenswahrscheinlichkeiten der Patienten       
(Etzioni et al., 2003). Prognosefaktoren berücksichtigen tumorbiologische Eigenschaften 
wie beispielsweise Proliferation, Invasion und Metastasierungsfähigkeit der Tumorzellen. 
Momentan werden mehr als 100 verschiedene Faktoren diskutiert. Diese müssen spezifi-
sche Kriterien erfüllen, bevor sie als neue Prognoseparameter anerkannt werden          
(Tumorzentrum München, 2005). Derzeit sind vor allem die Tumor assoziierten Proteoly-
sefaktoren uPA (Plasminogenaktivator vom Typ Urokinase) und PAI-1 (Plasminogenakti-
vator-Inhibitor Typ 1) von großer Bedeutung (Habel et al., 2006; Harbeck et al., 2005; 
Look et al., 2002). Hohe Konzentrationen von uPA und PAI-1 im Primärtumor gehen mit 
einem kürzeren krankheitsfreien Überleben sowie erhöhtem Metastasierungsrisiko einher 
(Hayes et al., 1996). 
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Das Tumorsuppressorgen TP53 wird diagnostisch nicht untersucht, Mutationen innerhalb 
dieses Gens sind jedoch für das humane Mammakarzinom prognostisch signifikant und 
treten vor allem in aggressiven Stadien der Erkrankung auf (Seshadri et al., 1996). Ein wei-
terer potentieller prognostischer Marker ist der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 
(EGFR). Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass dieser Rezeptor durch Signalübertragung 
ins Zellinnere den Tumor zum Wachstum anregt und im Mammakarzinom variabel expri-
miert wird (Walker et al., 1996). Zahlreiche molekularbiologische Untersuchungen wid-
men sich der Bestimmung weiterer Prognosemarker. So werden Proteine wie MIB-1, 
MDM2, Kathepsin D, B und L, IGF sowie biochemische Parameter zur Erfassung der Pro-
liferationskinetik (S-Phase-Fraktion, 3-H-Thymidin (T)-Markierungsindex, Expression von 
Ki67) als zukünftige prognostische Marker humaner Brustkrebserkrankungen diskutiert 
und evaluiert. Seit Februar 2007 ist ein RNA Chip-basierter Test (MammaPrint®, Agen-
dia, NL) zugelassen, der eine Prognose über das Rezidivrisiko Nodal-negativer Patientin-
nen anhand spezifischer Expressionsmuster von 70 Genen erlaubt (van't Veer et al., 2002; 
Weigelt et al., 2003). Des Weiteren nutzt man den Oncotype DX® Assay (Genomic Health, 
USA), um das Rezidivrisiko Nodal-negativer, Östrogenrezeptor-positiver Patienten anhand 
des Expressionsprofils von 21 Genen zu bestimmen (Habel et al., 2006; Paik et al., 2004). 
Die in Kaptitel 1.1.1 beschriebenen Häufigkeiten von Brustkrebserkrankungen sowie die 
derzeit immer noch sehr hohe Mortalitätsrate dieser Erkrankung belegen eindrucksvoll die 
Notwendigkeit zu effizienteren Therapiemaßnahmen. Neue Prognosefaktoren sowie Diag-
nosemarker humaner Brustkrebserkrankungen können dazu beitragen derzeitige Behand-
lungsstrategien zu optimieren und eine hocheffiziente, individualisierte Medizin zu errei-
chen.  
 
1.2 Hedgehog (HH)-Signalweg 
Der HH-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in der Kontrolle von Zellproliferation, Zell-
differenzierung und Zellwachstum (Bian et al., 2007; Ingham und McMahon, 2001). Vor-
rangig ist er im Zuge der Embryogenese aktiv, viele Studien deuten jedoch auch auf eine 
aktive Beteiligung in der Entwicklung verschiedener Tumorentitäten (Berman et al., 2003; 
Johnson et al., 1996b; Karhadkar et al., 2004). Im Zuge der HH induzierten Tumorentste-
hung unterscheidet man drei Typen von Tumoren. In Typ 1 und Typ 2 Tumoren wird eine 
Deregulation der HH-Signalkaskade innerhalb der Tumorzellen vermutet (Clement et al., 
2007; Stecca et al., 2007; Thayer et al., 2003). In Typ 3 Tumoren hingegen wird ein pa-
rakriner Wirkmechanismus postuliert, bei dem umliegende Stromazellen mit verstärkter 
HH Aktivität die Transformation benigner Zellen zu Tumorzellen induzieren (Yauch et al., 
2008). Die beiden Hauptrezeptoren, die zur Aktivierung bzw. zur Regulation des HH-
Signalweges in adulten Zellen führen sind Smoothened (SMO) und Patched 1 (PTCH1) 
(Abb. 1.5). SMO initiiert die HH-Signalkaskade, während PTCH1 den Signalmechanismus 
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inhibiert, indem es die Freisetzung und Abwanderung von SMO zur Zelloberfläche verhin-
dert und somit eine potentielle Funktion als Tumorsuppressorprotein übernimmt (Hahn et 
al., 1996b; Rubin und de Sauvage, 2006; Stone et al., 1996). Durch Bindung des HH-
Liganden Sonic Hedgehog (SHH) kommt es zur Internalisierung von PTCH1. SMO wan-
dert daraufhin zur Oberfläche der Zelle und initiiert die HH-Signalkaskade nach Translo-
kation in das Cilium (Johnson et al., 1996; Rubin und de Sauvage, 2006).  
 
 
 
Hedgehog 
Ligand
(SHH)
Der Hh-Signalweg
PTCH
PTCH
SMO
SMO SMO
SMO
GLI
GLI GLI
SUFU PKA
GLI
FOXM1
GROWTH
 
 
 
Abb. 1.5: Vereinfachte Darstellung des HH-Signalweges 
SMO und PTCH1 sind die beiden Hauptrezeptoren, die zur Aktivierung des HH Signalweges in adulten 
Zellen führen. SMO initiiert die Signalkaskade, während PTCH1 den Signalmechanismus inhibiert, indem es 
die Freisetzung und Abwanderung von SMO zur Zelloberfläche verhindert. Durch Bindung des HH-
Liganden SHH kommt es zur Internalisierung von PTCH1. SMO wandert zur Oberfläche der Zelle und initi-
iert die HH-Kaskade nach Translokation in das Zilium. Verändert nach: Genentech Inc., 2010; 
http://www.biooncology.com/pipeline/hedgehog-signaling/index.html. 
 
 
Mutationen in PTCH1 können zur konstitutiven Aktivierung des Signalweges über SMO 
führen und eine unkontrollierte Zellproliferation bewirken (Watkins et al., 2003). In eini-
gen Krebszellen wird des Weiteren die Aktivierung des HH-Signalweges durch Mutatio-
nen des SMO Gens oder eine Inhibierung des reprimierenden Effektes von PTCH1 im Zu-
ge einer SHH Überexpression vermutet (Hahn et al., 1996).  
Im Verlauf der HH-Signalkaskade werden verschiedene zytoplasmatische Effektoren frei-
gesetzt. Zu diesen Effektoren gehören unter anderem das Gerüstprotein Supressor of fused 
(SUFU) sowie cAMP abhängige Proteinkinasen (PKA) und der Transkriptionsfaktor Gli-
oma-associated oncogene homolog 1 (GLI1). GLI1 wird eine wichtige Bedeutung in der 
HH assoziierten Transkriptionsregulation zugeschrieben (Kasper et al., 2006; Osterlund 
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und Kogerman, 2006; Price und Kalderon, 2002). Das Forkhead box protein M1 (FOXM1) 
ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der als potentielles Zielgen von GLI1 beschrieben ist 
(Douard et al., 2006; Teh et al., 2002). Die Bedeutung von FOXM1 für den HH-Signalweg 
ist jedoch noch nicht eindeutig geklärt. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass 
FOXM1 beispielsweise im Zuge einer HH induzierten Zellproliferation aufreguliert ist 
(Katoh und Katoh, 2009).  
Eine aktive Beteilung des HH-Signalweges an unterschiedlichen Tumorerkrankungen wie 
beispielsweise Hautkrebs, Lungenkrebs, Darmkrebs sowie Tumorerkrankungen des Pank-
reas, der Prostata und des Cerebellums wurde bereits beschrieben (Berman et al., 2003; 
Cowan et al., 1997; Johnson et al., 1996; Karhadkar et al., 2004; Thayer et al., 2003; 
Watkins et al., 2003). In einigen dieser Tumorentitäten korreliert das Level der HH-
Aktivierung mit dem Ausmaß der Erkrankung sowie dem Grad der Metastasierung (Stecca 
et al., 2007; Yoo et al., 2008). Es gibt jedoch auch gegenteilige Studien, die eine Bedeu-
tung der HH-Signalkaskade vorrangig in Prozessen der normalen Geweberegeneration 
vermuten (Alinger et al., 2009). 
Der genaue Mechanismus der HH-Signalwegaktivierung bzw. der Regulation der HH-
Aktivität ist bis heute noch nicht eindeutig geklärt. Auch epigenetische Modifikationen wie 
z.B. das Methylierungsmuster der HH-Signalgene werden als einflussreiche Parameter für 
die Modulation der HH-Aktivierung untersucht (Kasper et al., 2009; Wang et al., 2006; 
Wolf et al., 2007). So konnte Wolf (2007) zeigen, dass die Expression des HH-Inhibitors 
PTCH in Brusttumoren durch den Mechanismus der DNA Promotormethylierung stillge-
legt wird (Wolf et al., 2007). Auch der HH-Aktivator SHH wird möglicherweise durch 
epigenetische Mechanismen reguliert (Cui et al., 2010; Wang et al., 2006). 
Im Hinblick auf den therapeutischen Nutzen des HH-Signalweges sind verschiedene nie-
dermolekulare Substanzen bekannt, die als Inhibitoren der HH-Signalkaskade wirken und 
derzeit als mögliche Therapeutika humaner Tumorerkrankungen untersucht werden    
(Stanton und Peng, 2010). Antagonisten der HH-Signalkaskade sind beispielsweise Cyclo-
pamin, SANT1, und Cur-61414 (Lauth et al., 2007; Rohatgi et al., 2009; Taipale et al., 
2000; Williams et al., 2003) sowie die chemische Inhibitoren GANT58 und GANT61, die 
stromabwärts von SMO wirken (Lauth et al., 2007). SMO Antagonisten GDC-0449 und 
IPI-926 zeigten innerhalb erster klinischer Studien in Pankreaskarzinomen und Basalzell-
karzinomen vielversprechende Behandlungserfolge und werden derzeit in weiteren klini-
schen Studien getestet (Epstein, 2008; Rudin et al., 2008).  
Auch im Bezug auf die humane Brusttumorgenese gilt der HH-Signalweg als potentieller 
neuer therapeutischer Ansatzpunkt (O'Toole et al., 2009; Tanaka et al., 2009). Studien von 
Tanaka und Mitarbeitern zeigen eine essentielle Bedeutung der HH-Signalkaskade für die 
Proliferation maligner Subpopulationen von humanen malignen Brustzelllinien (Tanaka et 
al., 2009). Um diesen Hinweisen nachzugehen und das therapeutische Potential von HH-
Inhibitoren in der Behandlung humaner Brustkrebserkrankungen zu überprüfen, ist es zu-
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nächst von entscheidender Bedeutung den HH-Signalweg und seine funktionelle Rolle in 
der humanen Brusttumorgenese genauer zu definieren.  
 
1.2.1 Sonic Hedgehog (SHH) 
SHH ist ein wichtiges Mitglied der HH-Signalkaskade, zu denen in Säugern zusätzlich 
auch die Homologe Indian Hedgehog (IHH), und Desert Hedgehog (DHH) gehören (Jeong 
und McMahon, 2002). Das HH Gen (SHH) wurde im Zuge klassischer Screening Verfah-
ren im Jahre 1978 erstmals durch Christiane Nüsslein-Volhard und Erik Wieschhaus be-
schrieben (Nussleinvolhard und Wieschaus, 1980). SHH gilt als außergewöhnliches Bei-
spiel komplexer Transkriptionsaktivität (Kapranov et al., 2005). Derzeit sind fünf unter-
schiedliche Transkripte dieses Gens (ENSG00000164690) bekannt (Abb. 1.6). 
 
 
 
Abb. 1.6: Transkriptionsvarianten für das SHH Gen 
Das SHH Gen befindet sich auf Chromosom 7 an Position q36. Auf mRNA Ebene sind fünf unterschiedliche 
Transkripte des SHH Gens bekannt. In Dunkelrot dargestellt sind die Exone der einzelnen Transkriptionsva-
rianten. Verändert nach: Ensembl, 2010; http://www.ensembl.org. 
 
SHH spielt eine zentrale Rolle als Morphogen in Vorgängen der Embryonalentwicklung 
und der Zellproliferation (Hammerschmidt et al., 1997). Das Molekül setzt sich zusammen 
aus einer hochkonservierten Signaldomäne, die im N-Terminus lokalisiert ist und aus ei-
nem weniger konservierten C-Terminus, der autokatalytische Aktivität besitzt und das Pro-
tein in die beiden genannten Termini spaltet (Bumcrot et al., 1995; Lee et al., 1994; Porter 
et al., 1996b; Porter et al., 1996a). Der C-Terminus dient zusätzlich als Cholesteroltransfe-
rase, welche die kovalente Bindung von Cholesterol am N-terminalen Ende des SHH Pro-
teins bewirkt. Dieser so modifizierte N-Terminus bildet die eigentliche aktive Form des 
SHH Moleküls, die für die Kontrolle der räumlichen Verteilung des SHH-Signals verant-
KAPITEL 1 EINLEITUNG 
 
  14 
wortlich ist (Porter et al., 1996b; Porter et al., 1996a). Notwendig für die Bindung von 
SHH an PTCH1 sind die beiden extrazellulären Schleifen von PTCH (Marigo et al., 1996). 
Die Bindung von SHH an PTCH1 inaktiviert die hemmende Wirkung von PTCH auf SMO 
(Alcedo et al., 1996; Chen und Struhl, 1996; van den Heuvel und Ingham, 1996), und führt 
so zu einer Aktivierung des HH-Signalweges (Abb. 1.5 und Abb. 1.7) 
 
 
Zellmembran
aktiviert
SHH
PTCH1                     SMO
nicht aktiviert
PTCH1             SMO
Zellkern
GLI1
PTCH1, WNT,                          
BMP, GLI1                                                   
FOXM1 ?
 
 
Abb. 1.7: Zusammensetzung und Aktivierung der HH-Signalkaskade 
In der Abwesenheit von SHH blockiert PTCH1 die Aktivierung von SMO und somit den gesamten Signal-
transduktionsweg. Rechts: Aktivierung des Signaltransduktionsweges durch Bindung von SHH an      
PTCH1. SMO wird aktiviert und es kommt zu einem Anstieg der Transkription von Zielgenen. Verändert 
nach: Weitzman, 2002. 
 
SHH ist beteiligt an Prozessen der Musterbildung innerhalb vieler Organsysteme, wie bei-
spielsweise der Extremitäten (Currie und Ingham, 1996), des Rückenmarks (Lewis und 
Eisen, 2001), des Thalamus (Scholpp et al., 2006), der Zähne (Dassule et al., 2000) sowie 
auch der Mittellinienausbildung des Gehirns (Herzog et al., 2003). Mutationen des SHH 
Gens führen zum Verlust der ventralen Mittellinie und somit zu einer schweren Entwick-
lungsstörung, der sogenannten Holoprosencephalie des Typs 3 (HPE3) (Herzog et al., 
2003; Roessler et al., 1996).  
Neben ihrer Bedeutung innerhalb der Embryogenese werden SHH aktivierte Signalwege 
jedoch immer häufiger auch mit der Entstehung unterschiedlicher humaner Tumorentitäten 
in Verbindung gebracht (Arsic et al., 2007). So assoziiert man eine erhöhte SHH Expressi-
on und dementsprechend aberrante Aktivierung des HH-Signalweges beispielsweise mit 
der Entstehung von Medulloblastomen (Berman et al., 2002), kleinzelligen Lungenkarzi-
nomen (Watkins et al., 2003a) sowie verschiedenen Tumoren des Gastrointestinaltraktes 
(Berman et al., 2003; Thayer et al., 2003). Eine erhöhte Konzentrationen des N-terminalen 
SHH Proteins in vitro steigert zudem die Motilität und Invasivität humaner Magenkrebs-
zellen (Yoo et al., 2008). Auch im Bezug auf die humane Brusttumorgenese wurde SHH 
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bereits in unterschiedlichen Studien analysiert. So zeigten Koga und Mitarbeiter (2008) 
eine Östrogenrezeptor abhängige Aufregulation der SHH Expression in humanen Brusttu-
moren und Cui und Mitarbeiter berichten in einer aktuellen Studie ebenfalls von einer SHH 
Überexpression in humanen Brusttumoren (Cui et al., 2010a; Koga et al., 2008). 
Bereits im Jahre 1983 wurde bekannt, dass humane Tumorzellen neben genetischen Aber-
rationen ein von gesunden Zellen unterschiedliches Methylierungsmuster der DNA auf-
weisen (Feinberg und Vogelstein, 1983). Auch im HH-Signalweg existieren epigenetische 
Mechanismen, die die Aktivität der HH-Signalmitglieder modulieren (Wolf et al., 2007) So 
ist das SHH Gen lokalisiert auf Chromosom 7 an Position q36.3 (Furniss et al., 2008), im 
Hinblick auf epigenetische Regulationsmechanismen bereits in unterschiedlichen Studien 
charakterisiert worden (Wang et al., 2006; Weber et al., 2005). Wang und Mitarbeiter 
(2006) konnten zeigen, dass es im Zuge der Karzinogenese des Gastrointestinaltraktes zu 
einer konstitutiven Aktivierung der SHH Genexpression durch Hypomethylierung des SHH 
Promotors kommt (Wang et al., 2006). Aus einer weiteren Studie von Cui und Mitarbeitern 
ging ebenfalls eine methylierungsbedingte Regulation der SHH Proteinexpression in hu-
manen Mammakarzinomen hervor (Cui et al., 2010a). Eine methylierungsabhängige   
Transkriptionsregulation des SHH Gens innerhalb der humanen Brusttumorgenese ist dem-
entsprechend zu vermuten, wurde jedoch nicht auf mRNA Ebene untersucht. Die Promo-
torstruktur von SHH wurde 1998 durch Kitazawa und Mitarbeiter erstmalig genauer analy-
siert. Innerhalb dieser Studien konnte gezeigt werden, dass das SHH Gen über zwei unter-
schiedliche Transkriptionsstartpunkte (TSS) verfügt (Kitazawa et al., 1998), deren Funkti-
onalität für die SHH Transkriptionsregulation bis heute jedoch noch ungeklärt ist.  
 
1.2.2 Glioma-associated oncogene homolog 1 (GLI1) 
GLI1 ist ein Mitglied aus der Familie der GLI Zinkfingerproteine (GLI1, GLI2 und GLI3) 
und ist als Transkriptionsfaktor beteiligt an Signaltransduktionsprozessen innerhalb des 
HH-Signalweges (Abb. 1.5). Als Effektor dieser Signalkaskade aktiviert und steuert GLI1 
den Zellzyklus, die Zellproliferation sowie die Musterbildung verschiedener Zelltypen und 
Organe während der Embryogenese (Altaba, 1999a). Das humane GLI1 Gen ist auf dem 
Chromosom 12 an Position q13.2-q13.3 lokalisiert (Kinzler et al., 1987). Mitglieder der 
GLI Molekülfamilie zeichnen sich durch spezielle Zinkfinger Domänen aus, mit Hilfe de-
rer sie an die DNA binden und die Transkription entsprechender Zielgene über Interaktio-
nen mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren aktivieren bzw. reprimieren (Sasaki et al., 
1997). Zu den stromabwärts gelegenen Zielgenen der GLI1 Wirkung gehören unter ande-
rem Moleküle mit regulatorischen Effekten auf den Zellzyklus und die Apoptose, so z.B. 
Cyclin B2 oder FOXM1 (Teh et al., 2002; Yoon et al., 2002).  
Die Rolle von GLI1 für die Entstehung verschiedener Tumorentitäten ist ebenfalls bereits 
in einigen Studien analysiert worden. So zeigen Untersuchungen an Prostatakarzinomen 
ein erhöhtes Level an GLI1 mRNA Expression in metastasierenden Karzinomen im Ver-
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gleich zu nicht metastasierenden Karzinomen (Karhadkar et al., 2004). Des Weiteren ist 
die Expression von GLI1 mit dem Grad der Tumorinvasion, der Lymphknotenmetastasie-
rung sowie dem verkürztem Gesamtüberleben von Patienten mit Speiseröhrenkrebs assozi-
iert (Mori et al., 2006).  
Mittels Array-CGH (Comparative Genomic Hybridization) Analysen können genomweit 
Kopienzahlveränderungen mit hoher Auflösung erfasst werden und für die Analyse von 
Tumorgenomen genutzt werden (Weber, 2008). Ergebnisse solcher CGH Analysen zeigen, 
dass es auch in Brusttumoren und Brustkrebszelllinien häufig zu Amplifikationen der 
chromosomalen GLI1 Genregion kommt (Naylor et al., 2005; Nessling et al., 2005). Eine 
gesteigerte GLI1 Expression korreliert zudem mit dem proliferativen Index, der Invasivität 
sowie der Metastasierung invasiv duktaler Mammakarzinome (Xuan und Lin, 2009).  
Der HH-Signalweg reguliert die Selbsterneuerung von Stammzellen des zentralen Nerven-
systems sowie der embryonalen Dermis (Palma und Altaba, 2004; Zhou et al., 2006). Es ist 
somit naheliegend, dass GLI1 in mesenchymalen Stammzellen aus normalem Brustgewebe 
exprimiert wird. In Übereinstimmung damit führt eine Aktivierung des HH-Signalweges 
durch künstliche GLI1 Überexpression zu gesteigerter Mammosphären Formation (Moraes 
et al., 2007). Eine Inhibierung der HH-Signalkaskade hingegen reduziert die Fähigkeit 
menschlicher Brustzellen Mammosphären auszubilden (Liu et al., 2006b). 
Studien, die die Rolle des HH-Signalweges in Krebsstammzellen untersuchen, zeigen dass 
GLI1 einen onkogenen Effekt auf frühe Vorläufer von Krebsstammzellen hat, welche sich 
im Zuge ihrer weiteren Entwicklung zu verschiedenen Tumortypen ausdifferenzieren   
(Fiaschi et al., 2007). Diese Ergebnisse klassifizieren GLI1 als potentiellen neuen Biomar-
ker der humanen Brusttumorgenese, dessen onkogenes Potential auch im Hinblick auf Dif-
ferenzierungsprozesse humaner Tumorstammzellen von großem Interesse ist. 
 
1.2.3 Forkhead box protein M1 (FOXM1) 
Auch FOXM1 wird eine Bedeutung als Trankriptionsregulator im HH-Signalweg zuge-
schrieben. FOXM1 gehört zur Familie der FOX Transkriptionsfaktoren, die sich durch die 
sogenannte „Forkhead box“ auszeichnen, einem Motiv aus 80-100 Aminosäuren (Leh-
mann et al., 2003), über welches sie an die DNA ihrer Zielgene binden. Das FOXM1     
Gen ist auf Chromosom 12 an Position q13 lokalisiert und kodiert für insgesamt zehn Exo-
ne. Durch alternative Spleißmechanismen kommt es zur Ausbildung von drei unterschied-
lichen FOXM1 Isoformen (FOXM1A, FOXM1B und FOXM1C). FOXM1A zeigt typische 
Merkmale eines Transkriptionsrepressors, während die beiden anderen Isoformen von 
FOXM1 (B und C) als Transkriptionsaktivatoren wirken. Für die Isoformen B und C ist 
zudem eine Aufregulation in humanen Tumoren gezeigt worden (Wierstra und Alves, 
2007).  
Alle Proteine der FOX Familie bestehen aus drei funktionellen Domänen: der N-
terminalen Repressor Domäne (NRD), der hochkonservierten DNA-bindenden Domäne 
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(FKH), die auch als „Forkhead“ oder „winged helix“ Domäne bezeichnet wird, und der C-
terminal gelegenen Transaktivierungsdomäne (TAD) (Abb. 1.8). Über die TAD wird die 
Expression FOXM1 spezifischer Zielgene reguliert. 
 
FOXM1A 801 AS
FOXM1C 763 AS
FOXM1B 748 AS
I                II       III              IV           V    Va VI VII                     VIIa VIII  
-untranslatierte Region
-kodierende Sequenz
-alternativ gespleißtes Exon
NRD FKH A1 A2                                        TAD
NRD FKH A1 TAD
NRD FKH A1 TAD
FKH = Forkhead Winged Helix DNA bindende Domäne; NRD = N-terminale Repressor Domäne; TAD = Transaktivierungsdomäne
 
Abb. 1.8: Transkriptionsvarianten für das FOXM1 Gen 
Das FOXM1 Gen befindet sich auf Chromosom 12 an Position q13 und kodiert für ein 3,4 bis 3,6 kb langes 
mRNA Fragment. Differentielles Spleißen der Exone Va (A1) und VIIa (A2) führt zu drei Klassen von Tran-
skripten, die für unterschiedliche FOXM1 Proteinisoformen kodieren: FOXM1A enthält beide alternati-    
ven Exone, FOXM1B enthält keins der alternativen Exone und FOXM1C enthält nur Exon Va. AS, Ami-
nosäuren Verändert nach: Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology, 2009; 
http://atlasgeneticsoncology.org. 
 
Zu den FOXM1 regulierten Zielgenen gehören beispielsweise Cyclin B1, Cdc25B Phos-
phatase, Aurora B Kinase, Polo-like Kinase und die Zentromer Protein Gene (CENP)-A, 
CENP-B, und CENP-F (Costa, 2005; Laoukili et al., 2005; Wang et al., 2005; Wonsey und 
Follettie, 2005).  
FOXM1 spielt eine wichtige Rolle als Transkriptionsregulator im Zellzyklus (Korver et al., 
1997; Laoukili et al., 2005) und eine Beteiligung von FOXM1 ist sowohl für den Übergang 
zwischen G1- und S-Phase als auch für den Übergang zwischen G2- und M-Phase des 
Zellzyklus gezeigt (Laoukili et al., 2005).  
Des Weiteren wird FOXM1 mit der Entstehung unterschiedlicher humaner Tumorentitäten, 
wie z.B. Prostata-, Lungen-, Darm-, Pankreas-, Magen-, Blasen- und Leberkarzinomen in 
Verbindung gebracht (Calvisi et al., 2009; Kalin et al., 2006; Kim et al., 2006; Li et al., 
2009; Pilarsky et al., 2004; Wang et al., 2007; Yoshida et al., 2007). Aktuelle Studien zie-
gen, dass FOXM1 die Tumorprogression beschleunigt und zudem mit dem Grad der Tu-
morerkrankung korreliert (Kalin et al., 2006; Kim et al., 2006; Liu et al., 2006a). Eine Her-
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abregulation von FOXM1 hingegen reduziert die Invasivität (Liu et al., 2006a), Zellmigra-
tion und Zellinvasion von Tumorzellen (Wang et al., 2007).  
Auch im Bezug auf die humane Mammatumorgenese gibt es erste Hinweise auf eine on-
kogene Wirkung von FOXM1. So ist FOXM1 als prognostisches Gen für Brustkrebspatien-
tinnen mit negativem Östrogenrezeptorstatus beschrieben (Cui et al., 2010; Martin et al., 
2008). In vitro Studien zeigen zudem, dass eine Reduktion der FOXM1 Expression die 
Fähigkeit humaner Brustkrebszellen zur Proliferation, Migration und Invasion vermindert 
(Ahmad et al., 2009). Diese Ergebnisse klassifizieren FOXM1 als mögliches Onkogen hu-
maner Brustkrebserkrankungen, dessen Potential als Diagnosmarker dieser Erkrankung in 
weiteren Studien getestet werden sollte.  
 
1.3 Wingless and integration site growth factor 
(WNT)-Signalweg 
Verschiedene der heute bekannten Gene des WNT-Signalweges wurden bereits als Onko-
gene oder Tumorsuppressorgene charakterisiert (Behrens und Lustig, 2004). So konnten 
Roel Nusse und Mitarbeiter bereits 1987 zeigen, dass das Drosophila Segment-
Polaritätsgen Wingless, und das mit der Brustkrebsentstehung bei Säugern assoziierte Gen 
Int-1 orthologe Gene sind (Rijsewijk et al., 1987). Int-1 ist eine häufig genutzte Integrati-
onsstelle des Maus-Mamma-Tumor-Virus (MMTV) (Nusse et al., 1990). Sowohl die Vi-
rus-getriebene als auch die durch starke eukaryotische Promotoren induzierte Überexpres-
sion von Int-1 führt zur Bildung von Mammakarzinomen in der Maus (Tsukamoto et al., 
1988). Aus Wingless und Int-1 entstand der Name "WNT“ für Mitglieder dieser Genfamilie 
(Nusse et al. 1991).  
Beim Menschen sind mittlerweile 19 verschiedene WNT-Gene bekannt. Diese kodieren für 
sezernierte Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 40 kDa. Nach der Sekreti-
on bleiben WNT Proteine membranassoziiert und ermöglichen eine Signal-Übertragung 
über kurze Distanzbereiche (Zhu und Scott, 2004). Eine Deregulation der WNT-
Signalkaskade ist in vielen humanen Tumorentitäten zu beobachten und wird des Weiteren 
mit der Entstehung von Brustkrebs assoziiert (Klarmann et al., 2008; Polakis, 2000). Mo-
leküle des WNT-Signalweges interagieren mit transmembranen Rezeptoren der „Frizzled“ 
(Fz)-Familie. Nach derzeitigen Erkenntnissen gibt es jedoch verschiedene potentielle 
WNT-Rezeptoren (z.B. auch Ryk, Ror2), deren Vorkommen auf der Zelloberfläche die 
Auswirkung der WNT-Wirkung bestimmen (Nusse, 2008).  
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Abb. 1.9: Vereinfachte Darstellung des kanonischen WNT-Signalweges 
WNT-Liganden binden an Fz und LRP5/6 Korezeptoren. Durch direkte Interaktionen zwischen LRP5/6 und 
Dsh/Fz kommt es zu einer Translokation von Axin in Richtung Plasmamembran. Diese Translokation führt 
zu einer Degradation von Axin und/oder zur Dissoziation eines Multiprotein-Komplexes. ß-Catenin löst sich 
von diesem Multiprotein-Komplex und akkumuliert in nicht phosphorylierter Form im Zytosol. Im Anschluss 
daran kommt es zur Translokation von ß-Catenin in den Nukleus und zur Aktivierung der WNT-Zielgene 
durch Interaktionen mit den TCF7/LEF Transkriptionsfaktoren. Verändert nach He (2003). 
 
1.3.1 Secreted frizzled related protein 1 (SFRP1) 
SFRP1 gehört zur Familie der SFRPs, welche als sezernierte Rezeptormoleküle agieren. 
Alle SFRPs verfügen über eine cysteinreiche Domäne (CRD), mit der WNT-Moleküle 
gebunden und so die Aktivierung des WNT-Signalweges inhibiert werden kann.  
Mehrere Publikationen der letzten Jahre deuten auf eine zentrale Rolle von SFRP1 als Tu-
morsuppressorgen in einer Reihe von soliden humanen Tumoren hin. So berichtete Marsit 
(2005) über eine Korrelation des Methylierungsstatus von SFRP Genen und der Invasivität 
von Blasentumoren (Marsit et al., 2005). Die Bedeutung des Tumorsuppressor-Gens 
SFRP1 wurde in den letzten Jahren ausführlich charakterisiert und es konnte gezeigt wer-
den, dass SFRP1 im Zuge der Tumorentstehung in nahezu allen soliden Tumoren des Men-
schen verloren geht. Promotor Hypermethylierung wird als einer der Hauptmechanismen 
zur Stilllegung der SFRP1 Genexpression beschrieben. So kommt es beispielsweise bei 
Darmkrebserkrankungen (Caldwell et al., 2004; Suzuki et al., 2004), aber auch bei malig-
nen Erkrankungen des Ovars (Takada et al., 2004) oder der Harnblase (Marsit et al., 2005; 
Stoehr et al., 2004) zur Reduktion der SFRP1 Expression durch eine verstärkte Promotor-
methylierung. 
Auch in humanen Brustkrebserkrankungen wird SFRP1 als wichtiges Tumorsuppressorgen 
beschrieben (Schlange et al., 2007; Suzuki et al., 2008). In über 70 % aller Mammkarzi-
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nome kommt es zu einem Verlust bzw. zu einer starken Reduktion der SFRP1 Genexpres-
sion (Klopocki et al., 2004; Ugolini et al., 2001). Auch innerhalb der humanen Brusttum-
orgenese wird die Promotor Hypermethylierung als einer der Hauptmechanismen zur   
Stilllegung der SFRP1 mRNA Expression beschrieben (Veeck et al., 2006). Zudem ist die 
Genregion für SFRP1 (Chr. 8p22– p12) in Brustkrebs häufig deletiert (Seitz et al., 1997). 
Brusttumoren, die durch einen Verlust der SFRP1 Expression gekennzeichnet sind, zeigen 
ein aggressiveres Verhalten. Zusätzlich geht der Verlust von SFRP1 mit einem verkürzten 
Gesamtüberleben der betroffenen Patientinnen einher (Veeck et al., 2006). Derzeitige For-
schungsergebnisse zeigen, dass eine SFRP1 vermittelte Blockade des WNT-Signalweges 
die Motilität humaner Brustkrebszellen auch in vitro reduziert (Matsuda et al., 2009). Eine 
Beeinflussung des WNT-Signalweges durch SFRP1 als Inhibitor der Ligand-Rezeptor In-
teraktionen ist demnach eine vielversprechende therapeutische Option zur Behandlung 
humaner Brustkrebserkrankungen. Somit ist es von hoher klinischer Relevanz, die funktio-
nellen Auswirkungen eines SFRP1 Verlustes zu entschlüsseln. 
 
1.4 Ziele der Arbeit  
Krebserkrankungen stellen weltweit eine der häufigsten Todesursachen dar. Daher ist die 
Aufklärung tumorrelevanter molekularer Mechanismen sowohl für die Grundlagenfor-
schung als auch für die Entwicklung neuer Medikamente von essentieller Bedeutung. Mo-
lekulare Biomarker können dazu beitragen effektive Strategien für die Diagnostik und 
Prognostik humaner Brustkrebserkrankungen zu entwickeln und derzeitige Behandlungs-
methoden zu verbessern.  
Innerhalb dieser Studie wurden drei Kandidatengene des HH-Signalweges (SHH, GLI1, 
FOXM1) sowie SFRP1  ein bekannter Inhibitor des WNT-Signalweges analysiert. Beide 
Signalwege werden mit der humanen Brusttumorgenese, der weltweit häufigsten Krebser-
krankung der Frau assoziiert. Die systematische Expressionsanalyse dieser Moleküle und 
die Charakterisierung ihrer funktionellen Bedeutung für die humane Brusttumorgenese 
sollte dazu beitragen, ihre Funktion als molekulare Biomarker zu analysieren und so mög-
liche neue therapeutische Angriffspunkte zu definieren. 
SHH wirkt in diesem Zusammenhang als Initiator der HH-Signalkaskade. Erste Studien 
weisen auf eine dereguliert Expression von SHH innerhalb verschiedener humaner Tumo-
rentitäten hin, so auch dem humanen Mammakarzinom und deuten auf eine mögliche me-
thylierungsabhängige Transkription dieses Gens. Um das prognostische Potential von SHH 
näher zu klassifizieren, sollte zunächst die Proteinexpression dieses Moleküls sowie eine 
mögliche Korrelation zu kliniko-pathologischen Charakteristika der analysierten Tumoren 
anhand eines umfangreichen Kollektives humaner Brusttumorgewebe (mittels Tissue Mic-
roarray (TMA) beschrieben werden. Anschließend wurde untersucht, ob die Expression 
von SHH einem epigenetischen Regulationsmechanismus unterliegt. Dazu sollte zunächst 
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die Abhängigkeit der mRNA Expression von der Methylierung des SHH Promotors in ei-
nem Set aus humanen benignen und malignen Brustzelllinien analysiert werden. Weitere in 
vitro Analysen sollten zudem den Einfluss einer DNA Demethylierung auf die Reexpressi-
on von SHH charakterisieren. Die Ergebnisse dieser Studien können dazu beitragen das 
Potential dieses Moleküls als neuem Biomarker humaner Brustkrebserkrankungen zu un-
tersuchen und gleichzeitig neue Erkenntnisse über die molekularen Mechanismen der Tu-
morentstehung auch auf Ebene der Transkription zu gewinnen. 
Als weitere Zielstrukturen der SHH initiierten Signalkaskade, wurden GLI1 und FOXM1 
untersucht. Auch diese Moleküle sind in einigen Studien an humanen Mammakarzinomen 
bereits näher charakterisiert worden. So konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte Ex-
pression von GLI1 und FOXM1 mit dem Proliferations- und Migrationsverhalten humaner 
Mamakarzinome assoziiert ist. Im Zuge dieser Studien wurden das Expressionsverhalten 
von FOXM1 und GLI1 sowie die Bedeutung dieser beiden Moleküle als potentielle Bio-
marker humaner Brustkrebserkrankungen untersucht. Dazu sollte zunächst die Expression 
und Lokalisation dieser beiden Faktoren auf mRNA- und Proteinebene sowohl in einem 
großen Kollektiv humaner Brusttumorgewebe als auch in humanen Brustkrebszelllinien 
analysiert werden. Anschließend wurden entsprechende Proteinexpressionsdaten in Relati-
on zu den Überlebenszeiten der Patienten sowie verschiedenen kliniko-pathologischen 
Parametern der Tumoren ausgewertet. Die funktionelle Bedeutung von FOXM1 für die 
humane Brustkrebsentstehung sollte des Weiteren anhand von in vitro Studien in den hu-
manen Mammakarzinom Zelllinien MCF7 und MDA-MB231 belegt werden.  
 
In einem weiteren Schritt wurden die funktionellen Auswirkungen eines Sfrp1 Verlustes in 
vivo, anhand eines Sfrp1-Knockout Mausmodelles untersucht. Sfrp1 kodiert für einen se-
zernierten Inhibitor des onkogenen WNT-Signalweges. Spezifische Erkenntnisse über die 
funktionellen Auswirkungen eines Sfrp1 Verlustes in vivo können dazu beitragen moleku-
lare Ereignisse innerhalb der Brusttumorgenese zu identifizieren, die mit einem Verlust der 
Sfrp1 Expression assoziiert sind. Die detaillierte Quantifizierung der Sfrp1 mRNA Expres-
sion in murinen Brustgeweben unterschiedlicher Alters- und Entwicklungsstufen sollte 
zudem Einblicke in das Aktivitätsprofil und die Funktionalität dieses Tumorsuppressors in 
Wachstums- und Differenzierungphasen muriner Brustgewebe geben.  
 
Übergeordnetes Ziel dieser Studie war es, das Aktivitätsprofil der HH-Signalkaskade in-
nerhalb der humanen Brusttumorgenese genauer zu untersuchen und mögliche Zusammen-
hänge zwischen einer gesteigerten Aktivität dieser Signalkaskade und der fortschreitenden 
Progression humaner Brusttumoren aufzuklären. In vivo Analysen zu Sfrp1 sollten des 
Weiteren dazu beitragen, die funktionellen Auswirkungen eines Sfrp1 Verlustes zu charak-
terisieren. Ergebnisse dieser Studien sollten dazu dienen unser bisheriges Wissen über die 
molekularen Ursachen humaner Brustkrebserkrankungen zu erweitern und mögliche neue 
Prognosemarker sowie Angriffspunkte zukünftige Therapiestrategien zu identifizieren. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
 
 
2.1 Patientenmaterial 
2.1.1 Formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe (FFPE) 
Immunhistochemische Analysen für die HH Signalmoleküle SHH, GLI1 und FOXM1 
wurden an FFPE Tissue Micorarrays durchgeführt, die ein Kollektiv aus 204 Brusttumoren 
und 46 Normalgeweben enthielten. Bei den untersuchten Gewebeproben auf dem Array 
handelte es sich um Formalin fixierte, Paraffin eingebettete primäre Brustkarzinome, die 
zwischen den Jahren 1994 und 2002 am Institut für Pathologie (Universitätsklinikum Re-
gensburg) diagnostiziert wurden. Das Alter der Patienten lag zwischen 25 und 82 Jahren. 
Zur Identifikation repräsentativer Tumorareale wurden entsprechende Paraffinschnitte aller 
untersuchten Gewebeproben zunächst der Beurteilung durch einen erfahrenen Pathologen 
unterzogen und nach den Kriterien von Elston und Ellis klassifiziert (Dahl et al., 2006; 
Elston et al., 1993). Die analysierten Gewebestanzen lagen in einer Dicke von 2 µm auf 
dem Objektträger vor. 
 
2.1.2 Kryokonservierte Gewebeproben 
In den vorgestellten Untersuchungen wurden kryokonservierte Tumorgewebe sowie   
Normalgewebe untersucht, die aus den Kliniken für Gynäkologie des UK Aachen, UK 
Jena, UK Düsseldorf, UK Regensburg und der Universitätsmedizin Charité Berlin bezogen 
wurden. Die Gewebeproben stammten von Patientinnen, bei denen man zwischen 1991 
und 2008 ein primäres Mammakarzinom diagnostiziert hatte und wurden nach Zustim-
mung dieser Patientinnen (informed consent) zu Forschungszwecken konserviert.  
Die Erforschung der Gewebe zur genaueren Entschlüsselung des humanen Brustkrebs 
wurde im Zuge eines positives Votums der Ethikkomission des UK Aachen (EK104/05) 
sowie mit Zustimmung seitens aller beteiligten Institutionen gestattet. Unmittelbar nach 
der Resektion wurden die Gewebeproben in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Um die 
jeweiligen Tumoranteile am Gesamtgewebe zu bestimmen und die Eignung der Gewebe 
für die weiteren Analysen zu ermitteln, wurden H&E Färbungen an 10 µm dicken Schnit-
ten der entsprechenden Gewebe durchgeführt. Lediglich Gewebeproben mit einem Tumor-
zellanteil von > 70 % wurden in die Untersuchungen miteinbezogen. Die Auswahl der Fäl-
le erfolgte unselektiert, nach Verfügbarkeit in den einzelnen Kliniken und war des Weite-
ren nicht stratifiziert nach kliniko-pathologischen/prognostischen Faktoren oder der Art 
einer adjuvanten Therapie nach chirurgischer Tumorresektion. Lediglich weibliche Patien-
ten mit unilateralen, primär-invasiven Mammakarzinomen wurden in diese Studien einbe-
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zogen. Nicht einbezogen in unsere Untersuchungen wurden Patientinnen mit einer neoad-
juvanten Chemotherapie sowie Patientinnen mit einem sekundären Mammakarzinom oder 
einem peri-tumorösen Karzinoma in situ. Die Tumorhistologie wurde entsprechend der 
Kriterien der Weltgesundheitsorganistation (WHO, 2003) bestimmt und die Klassifikation 
der Tumoren erfolgte nach bekanntem TNM-System (Wittekind, 2002).  
Der histologische Grad der Tumoren wurde nach dem System von Bloom und Richardson, 
modifiziert nach Elston und Ellis bestimmt (Elston und Ellis, 1993).  
 
2.2 Humane Zelllinien 
2.2.1 Benigne Brustzelllinien 
Im Zuge dieser Versuche wurden die folgenden benignen Brustzelllinien verwendet: 
HMEC, MCF10A und MCF12A. RNA- und DNA-Extrakte aus HMEC Zellen wurden 
vom Institut für Pathologie zur Verfügung gestellt. Die Zelllinien MCF10A und MCF12A 
wurden von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen 
und nach Herstellerangaben kultiviert. Zur Vermeidung von Kontaminationen mit My-
coplasmen wurden alle Zelllinien in dreimonatigen Abständen auf Mycoplasmen überprüft 
und im Falle von Kontaminationen eliminiert. Tab. 2.1 informiert über die Ursprungsge-
webe der jeweiligen Zelllinien. 
 
Zel l l in ie  Ursprungsgewebe  
HMEC Epithelzellen, Reduktionsplastik  
MCF10A Benigne Veränderung der Brust  
MCF12A Spontane Immortalisation, Brust  
Tab. 2.1: Ursprungsgewebe der verwendeten benignen Brustzelllinien (Neve et al., 2006; Stampfer und 
Yaswen, 2000) 
 
2.2.2 Maligne Brustzelllinien 
Folgende maligne Brustzelllinien wurden in diesen Studien verwendet: BT20, MCF7, 
MDA-MB231, MDA-MB-453s, MDA-MB-468, SKBR3, T47D und ZR75-1. Diese Zellli-
nien wurden ebenfalls von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, 
USA) bezogen. Tab. 2.2 beschreibt die Ursprungsgewebe dieser Zelllinien. 
 
Zel l l in ie  Ursprungsgewebe  
BT20 Invasiv-duktales Karzinom  
MCF7 Adenokarzinom, pleurale Effusion  
MDA-MB231 Adenokarzinom, pleurale Effusion  
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Zel l l in ie  Ursprungsgewebe  
MDA-MB468 Adenokarzinom, pleurale Effusion  
SKBR3 Adenokarzinom, pleurale Effusion  
T47D Duktales Karzinom, pleurale Effusion 
ZR75-1 Duktales Karzinom, Aszites 
HS578T Sarkomatoides Karzinom 
Tab. 2.2: Ursprungsgewebe der verwendeten malignen Brustzelllinien (Neve et al., 2006) 
 
2.3 Versuchstiere 
2.3.1 Sfrp1-Knockout Maus 
Im Zuge dieser Studien wurde ein Sfrp1-Knockout Mausmodell verwendet, welches durch 
unseren Kooperationspartner Dr. Jeffrey S. Rubin (Laboratory of Cellular and Molecular 
Biology, Center for Cancer Research, National Cancer Institute, Maryland, USA) zur Ver-
fügung gestellt wurde. Es handelt sich um einen Inzuchtstamm der Linie C57 BL/6J. Die 
Mäuse wurden im Institut für Versuchstierkunde des UK Aachen unter standardisierten 
Bedingungen weitergezüchtet. Tab. 2.3 gibt einen Überblick über Anzahl, Geschlecht und 
Genotyp der untersuchten Mäuse. 
 
Genotyp Männchen Weibchen Total  
Wildtyp (Sfrp1+/+) 33 40 73 
Homozygot (Sfrp1-/-) 45 48 93 
Heterozygot (Sfrp1+/-) 51 63 114 
Gesamt 129 151 280 
Tab. 2.3: Anzahl, Geschlecht und Genotyp der untersuchten Mäuse 
 
2.4 Chemikalien, Lösungsmittel und Geräte 
2.4.1 Chemikalien 
Wenn nicht explizit erwähnt, wurden alle Chemikalien in Analyse-Grad oder in der reinst 
erwerbbaren Form verwendet. Nicht aufgeführte Chemikalien wurden von den Firmen 
Merck und Sigma-Aldrich bezogen und sind zum Teil direkt im Methoden-Teil aufgeführt.  
 
Agarose „SeaKem LE Agarose“   Cambrex, Rockham, ME, USA 
Aktivkohle “dextran coated”    Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Ammoniumsulfat     Merck, Darmstadt 
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Ampicillin      Sigma-Aldrich, Deisenheim 
5-Aza-2’-desoxyctidin    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Bacto-Agar      Roth, Karlsruhe 
Bacto-Trypton     Invitrogen, Karlsruhe 
Borsäure      Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau     Merck, Darmstadt 
Casyton      Schärfe System, Reutlingen 
Diaminobenzidin     Dako, Glostrup, Dänemark 
Dithiothreitol (DTT)     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Diethylpyrocarbonat     Roth, Karlsruhe 
Dimethylformamid     Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Dinatriumhydrogensulfat    Fluka, Neu-Ulm 
Dimethylsulfoxid (DMSO)    Merck, Darmstadt 
ECLTM Western Blot Reagenzien   Amersham Bioscience, Freiburg 
EGF       Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Enthaarungscreme     Veet, Mannheim 
Ethidiumbromid     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Essigsäure      Merck, Darmstadt 
FuGENE6      Roche Diagnostics, Mannheim 
Fötales Kälberserum (FKS)    Seromed Biochrom, Deisenhofen 
Gene RulerTM 100 bp DNA Leiter   Fermentas, St. Leon-Rot 
Geneticin      Invitrogen, Karlsruhe 
Glycerin      Merck, Darmstadt 
Glycin       Merck, Darmstadt 
Hefeextrakt      Serva, Heidelberg 
HiPerfect Transfektions Reagenz   Qiagen, Hilden 
HPLC-Wasser, Pyrophosphat-frei   Merck, Darmstadt 
Hydrocortison      Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Igepal Ca-630 (NP-40)    Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Insulin       Novo Nordisk, Bagsvaerd,  
Dänemark 
Isofluran      Abbott, Wiesbaden 
Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 
Kaliumhexacyanidoferrat(II)    Merck, Darmstadt 
Kaliumhexacyanidoferrat(III)   Merck, Darmstadt 
Kristallviolett      Merck, Darmstadt 
L-Glutamin      PAA, Cölbe 
Lithiumchlorid     Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid     Merck, Darmstadt 
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Magnesiumsulfat     Merck, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Methylenblau      Merck, Darmstadt 
Magermilchpulver für die Mikrobiologie  Merck, Darmstadt 
Natriumacetat      Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid     Merck, Darmstadt 
Natrium-Deoxycholat    Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Natriumdihydrogenphosphat    Fluka, Neu-Ulm 
Natriumhydroxid     Merck, Darmstadt 
Natriumpyruvat     Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Natriumzitrat      Fluka, Neu-Ulm 
NuPage Sample Buffer 4x    Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage®MES-Laufpuffer 20x   Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage®MOPS-Laufpuffer 20x   Invitrogen, Karlsruhe 
Penicillin; Streptomycin    Biochrom, Berlin 
PonceauS      Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Salzsäure      Merck, Darmstadt 
Tissue-Tek      Sakura Finetek, Zoeterwoude, 
Niederlande 
Trichostatin A      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trisbase      Merck, Darmstadt 
TRIzol       Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin      Biochrom, Berlin 
Tween 20      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
VitroClud®      Langenbrinck, Emmendingen 
X-Gal       Roth, Karlsruhe 
Xylencyanol      Roth, Karlsruhe 
Zitronensäure      Fluka, Neu-Ulm 
 
2.4.2 Lösungsmittel 
Aceton      Merck, Darmstadt 
Chloroform      Merck, Darmstadt 
Ethanol      Merck, Darmstadt 
Formaldehyd      Merck, Darmstadt 
Isopropanol      Merck, Darmstadt 
Methanol      Merck, Darmstadt 
Xylol       Merck, Darmstadt 
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2.4.3 Geräte 
ABI PRISM 7000 Sequence     Applied Biosystems, Weiterstadt 
Detection System       
Brutschrank (20 % O2, 5 % CO2, 37 °C)   Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
CASY 1      Schärfe System, Reutlingen 
Digitales pH-Meter      Knick, Berlin 
Digitale Photokamera     Canon, Krefeld 
Easypet Pipettierhilfe     Eppendorf, Wesseling 
Eppendorf Pipetten     Eppendorf, Wesseling 
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE001) Eppendorf, Wesseling 
Gel-Dokumentationseinheit     MWG Biotech AG, Ebersberg 
Gene Pulser II Electroporation System   Bio-Rad, München 
Hoefer HE 33 Mini Submarine Gelkammer   Hoefer Pharmacia Biotech,               
San Francisco, CA, USA 
Kryotom HM560      Microm Laborgeräte, Walldorf 
Laborwaage (bis 0,001 g)    Sartorius, Göttingen 
LightCycler       Roche Diagnostics, Mannheim 
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A)    Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
NanoDrop 1000      Thermo Scientific, Waltham, MA,  
USA 
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25   Zeiss, Jena 
PyroMark ID       Biotage AB, Uppsala, Schweden 
PyroMark Vacuum Prep Station    Biotage AB, Uppsala, Schweden 
Reinraumwerkbank Hera Safe    Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
Schüttler MTS4      IKA-Werke, Staufen 
SpectraMax 340      Molecular Devices, München 
Speed Vac Concentrator     Savant, Ramney, MN, USA 
Stereomikroskop Discovery V12   Zeiss, Jena 
Stromversorgungsgerät     Gibco/BRL, Eggenstein 
Thermoblock DRI-BlockDB-2A    Techne, Burkhardtsdorf 
Thermomixer compact     Eppendorf, Wesseling 
Thermocycler PTC-200     MJ Research, Waltham, USA 
UV-Lampe       Roth, Karlsruhe 
Vortex MS2 Minishaker     IKA-Werke, Staufen 
Wasserbad       GFL, Burgwedel 
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2.5 Lösungen und Puffer 
Alle Puffer und Lösungen wurden mit H2O-bidest hergestellt, wenn notwendig sterilfil-
triert oder autoklaviert. Nicht aufgeführte Puffer und Lösungen sind im Methodenteil be-
schrieben oder durch kommerzielle Puffer ersetzt. 
 
Lösung/Puffer  Zusammensetzung  
Agarose-Lösung 0,8-2 % Agarose in 1x TBE-Puffer 
Blockier-Lösung 1 
(Westernblot) 1x PBS-Puffer; 0,05 % Tween 20; 5 % Milchpulver 
Blockier-Lösung 2 
(Westernblot) 1x TBS-Puffer; 1 % Tween 20; 5 % Milchpulver 
Blotting-Puffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20 % Methanol in H2O 
DEPC-H2O 0,1 % (w/v) DEPC in H2O, über Nacht gerührt, autoklaviert 
DNA-Lysepuffer 25 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0); 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0; 50 ml 1 M NaCl; 25 ml 20 % SDS; auf 500 ml mit H2O 
dNTP-Mix MSP  dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 25 mM 
dNTP-Mix PCR dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2,5 mM 
Eosin-Lösung 1 g Eosin in 100 ml H2O 
Ethidiumbromid-
Lösung 35 µl Ethidiumbromid-Stammlösung; (10 mg/ml) in 1x TBE-Puffer (350 µg/l) 
β-Galaktosidase  
Färbepuffer 
1 ml 1 M MgCl2; 1,056 g 5 mM K4Fe(CN)6-3H2O; 0,823 g K3Fe(CN)6; 50 mg 
Na-Deoxycholat; 100 µl NP-40; in 500 ml 1x PBS 
Kristallviolett-Lösung 0,25 % Kristallviolett; 10 % Formaldehyd (35 %); 80 % Methanol; 10 % H2O 
5x Ladepuffer 2,5 mM Tris-HCl (pH 8,0); 50 mM EDTA (pH 8,0); 90 % Glycerin; 0,01 % Bromphenolblau; 0,01 % Xylencyanol in H2O 
Laufpuffer 1 
(Westernblot) 50 ml 20x NuPAGE®MOPS-Laufpuffer in 950 ml H2O  
Laufpuffer 2 (Wes-
ternblot) 25 nM Tris; 190 mM Glycin; 3,5 mM SDS 
Mayers Hämalaun-
Lösung 
1 g Hämatoxylin in 1 l H2O lösen; 200 mg Na-Iodat und 50 g 
Aluminiumkaliumsulfat zugeben; nach dem Lösen 50 g Chloralhydrat und 1 g 
Zitronensäure zugeben 
Methylenblau-Lösung 0,1 % Methylenblau in Ethanol absolut 
10× MSP-Puffer 167 mM Ammoniumsulfat; 670 mM Tris (pH 8,8); 67 mM MgCl2; 100 mM 2-Mercaptoethanol in H2O 
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Lösung/Puffer  Zusammensetzung  
PBS – NP40 Puffer 1 ml 1 M MgCl2; 50 mg Na-Deoxycholat; 100 µl NP-40 in 500 ml 1x PBS (pH 7,2) 
10× PBS-Puffer  160 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 1,5 M NaCl in H2O (pH 7,5) 
4 % PFA – NP40 54 ml 37 % Formaldehyd; 5 ml Glutaraldehyd; 50 µl NP-40; in 500 ml 1x PBS 
PonceauS-Lösung  0,1 % PonceauS in 5 % Essigsäure 
Protein-Lysepuffer  25 % 4x NuPage Sample Buffer; 5 % 1 M DTT in H2O 
Protein-Lysepuffer  25 % 4x NuPage Sample Buffer; 5 % 1 M DTT in H2O 
10× TBE-Puffer  890 mM Tris; 20 mM EDTA; 890 mM Borsäure in H2O (pH 8,3) 
10× TBS-Puffer 0,9 % NaCl, 20 mM Tris HCl (pH 7,4) 
Tris-EDTA-Puffer  100 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA in H2O 
Trypsin-EDTA-
Lösung  0,05 % Trypsin; 0,02 % EDTA in 1x PBS 
Waschpuffer 1  
(Westernblot) 1x PBS-Puffer; 0,05 % Tween 20  
Waschpuffer 2  
(Westernblot) 1x TBS-Puffer, 1 % Tween 20 
X-Gal Stocklösung 0,5 g X-Gal in 10 ml Dimethylformamid 
Zitratpuffer  Lösung A: 100 mM Zitronensäure; Lösung B: 100 mM Natriumzitrat; Kurz vor Gebrauch: 1,8 ml Lösung A in 8,2 ml Lösung B mischen (pH 6) 
Tab. 2.4: Zusammensetzung der verwendeten Lösungen und Puffer 
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2.6 Medien 
2.6.1 Zellkultur Medien und Zusätze 
 
Zel l l in ie  Medium Zusätze  
MCF10A  DMEM low Glucose/F12  
 
10 % FKS 
2 mM L-Glutamin 
50 Einheiten/l Penicillin; 
50 mg/l Streptomycin 
10 µg/ml Insulin 
500 ng/ml Hydrocortison 
20 ng/ml EGF 
 
 
MCF12A 
BT20 
MCF7 
MDA-MB231 
MDA-MB453 
MDA-MB468 
 
DMEM low Glucose 
10 % FKS 
2 mM L-Glutamin 
50 Einheiten/l Penicillin 
50 mg/l Streptomycin 
HS578T DMEM low Glucose 
 
10 % FKS 
2 mM L-Glutamin 
50 Einheiten/l Penicillin 
50 mg/l Streptomycin 
10 µg/ml Insulin 
1 mM Natriumpyruvat 
 
SKBR3  McCoy`s 5A 
 
10 % FKS 
50 Einheiten/l Penicillin 
50 mg/l Streptomycin 
Vitaminlösung (Cholin, Folsäure, Myo-Inositol,  
Nicotinamid, D-Panthothensäure, Pyridoxal,  
Riboflavin, Thiamin) 
 
T47D 
ZR75-1 RPMI 1640 
 
10 % FKS 
50 Einheiten/l Penicillin 
50 mg/l Streptomycin; 1 % 
Vitaminlösung (Cholin, Folsäure, Myo-Inositol,  
Nicotinamid, D-Panthothensäure, Pyridoxal,  
Riboflavin, Thiamin) 
 
Tab. 2.5: Zellkultur Medien und Zusätze 
 
Alle Zellkulturmedien wurden von der Firma PAA Laboratories (Cölbe) bezogen. 
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2.7 Reagenzien Immunhistochemie 
2.7.1 Primärantikörper 
 
 SHH (H-160) sc-9024 (polyklonal): IgG Kaninchen anti-human;  
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
 GLI1 1 (H-300) sc-20687 (polyclonal): IgG Kaninchen anti-human;  
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
 FOXM1 (C-20) sc-502 (polyklonal): IgG Kaninchen anti-human;  
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
 SFRP-1 (H-90) sc-13939 (polyklonal): IgG Kaninchen anti-human;  
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
 ß-Actin (A5441) (monoklonal): IgG Maus anti-human;  
Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
 
2.7.2 Sekundärantikörper 
 
 P0447 (polyklonal): IgG Ziege anti-Maus, HRP;  
Dako, Glostrup, Dänemark 
 P0448 (polyklonal): IgG Ziege anti-Kaninchen, HRP;  
Dako, Glostrup, Dänemark 
 
2.7.3 Detektionskit für Immunhistochemie 
 
 SHH: EnVision Kit K5007; 
Dako, Glostrup, Dänemark 
 GLI1: EnVision Kit K5007 
Dako, Glostrup, Dänemark 
 FOXM1: EnVision Kit K5007  
Dako, Glostrup, Dänemark 
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2.8 Molekularbiologische Kits und Reagenzien 
Kit /Reagenz  Herste l l er  Ort  
EZ DNA Methylation Kit Zymo Research Bad Homburg 
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche Diagnostics Mannheim 
GoTaq-Flexi DNA Polymerase Promega Mannheim 
Light Cycler DNA Master SYBR Green I Kit Roche Diagnostics Mannheim 
Marker DNA 100 Basenpaar (bp) Leiter Invitrogen Karlsruhe 
Prestained Protein Marker, Broad Range  New England Biolabs Ipswich, USA 
PyroMark PCR Kit Qiagen Hilden 
RNAse A Qiagen Hilden 
Reverse Transcriptase System Promega Mannheim 
RNAi Human/Mouse Starter Kit Qiagen Hilden 
Tab. 2.6: Verwendete molekularbiologische Kits und Reagenzien 
 
2.9 Sequenzen verwendeter Oligonukleotide (Primer) 
Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg, Martinsried) bezogen (Kon-
zentration: 100 µM in H20 gelöst). RNA Oligonukleotide für RNA-Interferenz Versuche 
wurden von der Firma Qiagen (Hilden) bezogen (Konzentration: 5 nM, lyophilisiert). 
 
2.9.1 Semi-quantitative Realtime RT-PCR: humanen Gewebe 
Gen/Größe des  
Ampli f ikates  
Primer-  
länge  
Primer Sequenz  
(5 '  → 3')  
T A  
[ °C ]  
Zyklen 
[ °C ]  
Pr imer  
[nM ]  
GAPDH 
(108 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 
AATGAAGGGCTCATTGATGG 
 
6 0 ,0  4 0  2 00  
SHH 
(151 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
GCTCGGTGAAAGCAGAGAAC 
CTCAGGTCCTTCACCAGCTT 
 
6 0 ,0  4 0  2 00  
SHH_1F/1R 
5` verlängertes 
Transkript (694 bp) 
22 bp 
20 bp 
 
GCTGTCTCGCGACCCAACTCCG 
CTCTGAGTGGTGGCCATCTT 
 
6 4 ,0  4 0  2 00  
SHH_2F/1R 
(386 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
TGCTGCTAGTCCTCGTCTCC 
CTCTGAGTGGTGGCCATCTT 
 
6 0 ,0  4 0  2 00  
GLI1 
(102 bp) 
20 bp 
19 bp 
 
CTTCTGCCACCAAGCTAACC 
CTCCGGGGAGAAGAAAAGA 
 
6 0 ,0  4 0  2 00  
FOXM1 
(150 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
GAGCACTTGGAATCACAGCA 
CACCGGGAACTGGATAGGTA 
 
6 0 ,0  4 0  2 00  
Aurora B Kinase 
(150 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
GCTCAAGGGAGAGCTGAAGA 
GGCGATAGGTCTCGTTGTGT 
 
5 7 ,0  4 0  2 00  
Cyclin B1 
(150 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
CCCTGCAGAAGAAGACCTGT 
TGGCTCTCATGTTTCCAGTG 
 
5 7 ,0  4 0  2 00  
TA, Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp, Basenpaare 
Tab. 2.7: Oligonukleotide für Semi-quantitative Realtime RT-PCR Analysen an humanen Geweben  
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2.9.2 Semi-quantitative Realtime RT-PCR: murinen Gewebe 
Gen/Größe des  
Ampli f ikats  
Primer-  
länge  
Primer Sequenz  
(5 '  → 3')  
T A  
[ °C ]  
Zyklen 
[ °C ]  
Pr imer  
[nM ]  
Gapdh 
(238 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 
AATGAAGGGCTCATTGATGG 
 
6 0 ,0  4 0  2 00  
Sfrp1 
(163 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
CATGCAGTTCTTCGGCTTCT 
GGCCTCTGACTTCAACTCGT 
 
6 0 ,0  4 0  2 00  
Oxytocinrezeptor 
(187 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
TTCTTCGTGCAGATGTGGAG 
CCTTCAGGTACCGAGCAGAG 
 
6 1 ,5  4 0  2 00  
TA, Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp, Basenpaare 
Tab. 2.8: Oligonukleotide für Semi-quantitative Realtime RT-PCR Analysen an murinen Geweben 
 
2.9.3 Methylierungs-spezifische PCR (MSP)  
Gen/Größe des  
Ampli f ikats  
Primer-  
länge  
Primer Sequenz  
(5 '  → 3')  
TA 
[°C ]  
Zyklen 
[ °C ]  
Pr imer  
[nM ]  
 
MSP-F1/R1 
SHH Promotor 
Methylierte Sequenz 
(196 bp) 
 
20 bp 
25 bp 
GAGCGGTGGAGAGTTTTTCG 
ACTAATAACTTCCGAACTATCCCCG 62,5 3 8  4 00  
 
MSP-F1/R1 
SHH Promotor 
Unmethylierte Se-
quenz (199 bp) 
 
22 bp 
26 bp 
GGGAGTGGTGGAGAGTTTTTTG 
AACTAATAACTTCCAAACTATCCCCA 62,5 3 8  4 00  
 
MSP-F2/R2 
SHH Exon 2 
Methylierte Sequenz 
(191 bp) 
 
25 bp 
24 bp 
AATTAGTGGTTAGGAGTGAAATTGC 
GCTAACCCACATAATGCTCAAATT 57,0 3 8  4 00  
 
MSP-F2/R2 
SHH Exon 2 
Unmethylierte Se-
quenz (189 bp) 
 
25 bp 
25 bp 
ATTAGTGGTTAGGAGTGAAATTGTG 
TAAACTCATAATACACCCAATCAAA 57,0 3 8  4 00  
 
MSP-F3/R3 
SHH Exon 3 
Methylierte Sequenz 
(111 bp) 
 
23 bp 
23 bp 
ACGGCGTTAAGAAGGTTTTTTAC 
CGATAACCGAATCGTTATACGAC 55,0 3 8  4 00  
 
MSP-F3/R3 
SHH Exon 3 
Unmethyierte Se-
quenz (113 bp) 
 
25 bp 
25 bp 
ATGGTGTTAAGAAGGTTTTTTATGT 
CCCAATAACCAAATCATTATACAAC 55,0 3 8  4 00  
TA, Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp, Basenpaare 
Tab. 2.9: Oligonukleotide für Methylierungs-spezifische PCR (MSP) Analysen 
 
2.9.4 Genotypisierungs-PCR Sfrp1-Knockout Maus 
Gen/Größe des  
Ampli f ikats  
Primer-  
länge  
Primer Sequenz  
(5 '  → 3')  
T A  
[ °C ]  
Zyklen 
[ ° [°CC ]  
Pr imer  
[nM ]  
Sfrp1 WT 
(369 bp) 
21 bp 
21 bp 
 
CGGCCAGCGAGTACGACTACG 
TCGGGCCAGTAGAAGCCGAAG 
 
6 0 ,0  3 5  5 00  
Sfrp1 Mut 
(480 bp) 
20 bp 
20 bp 
 
GTCTCGTTGCTGCATAAACC 
TCGTCTGCTCATCCATGACC 
 
6 0 ,0  3 5  5 00  
TA, Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp, Basenpaare; WT = Wildtyp Sfrp1 Gen; Mut = mutiertes Sfrp1 
Gen mit LacZ-Neo Insert 
Tab. 2.10: Oligonukleotide für Genotypisierungs-PCR Analysen der Sfrp1-Knockout Maus Kolonie 
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2.9.5 Pyrosequenzierung 
Gen/Größe des  
Ampli f ikats  
Primer-  
länge  
Primer Sequenz  
(5 '  → 3')  
T A  
[ °C ]  
Zyklen 
[ °C ] ]  
Pr imer  
[nM ]  
SHH 
(369 bp) 
19 bp 
23 bp 
 
TAGTTTTTGTTTGGGTGGG 
bio-CAAACATCTCRCCAACAACAACA 
 5 6 ,0  4 5  4 00  
19 bp (Seq.) AGTTTTTGTTTGGGTGGGG 
TA, Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp, Basenpaare 
Tab. 2.11: Oligonukleotide für Pyrosequenzierungsreaktionen 
2.9.6 RNA-Interferenz (RNAi) 
Gen s iRNA Kata lognummer  Zie l -  transkript  
Länge  des  detekt ierten  
Transkriptes  
FOXM1 
 
H s _ F O X M1_ 6  H P  
s i R N A 
 
S I0 414 080 8  
 
NM 021953 
 
 
3527 bp 
 
FOXM1 
 
H s _ F O X M1_ 8  H P  
s i R N A   
 
S I0 426 183 1  
 
NM 021953 
 
 
3527 bp 
 
Tab. 2.12: Oligonukleotidsequenzen für RNAi Experimente 
 
2.10 Software und Datenbanken 
Software/Datenbank Herste l l er  
LightCycler Run Vers 5.32 Roche Diagnostics, Mannheim 
CpG Island Searcher http://cpgislands.usc.edu 
ENSEMBL http://www.ensembl.org 
GeneCards http://www.genecards.org 
Genomatix http://www.genomatix.de 
iQ5 Optical System Software (Version 2.0) Bio-RAD, München 
Methprimer http://www.urogene.org/methprimer 
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
Primer3 http://www.frodo.wi.mit.edu 
PSQ Assay Design Biotage AB, Uppsala, Schweden 
PUBMETH http://www.pubmeth.org 
PyroQ CpG-Software Biotage AB, Uppsala, Schweden 
SOFTmax 1.2.0 für ELISA Molecular Devices, München 
SPSS 14.0 SPSS, Chicago, IL, USA 
Tierbase  P. Nielsen, Gundelfingen 
Tab. 2.13: Verwendete Software und Datenbanken 
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2.11 Molekularbiologische Methoden 
2.11.1 DNA Isolation aus kryokonserviertem Gewebe und Zell-
linien 
DNA wurde mittels QIAamp DNA Mini Kit der Firma Qiagen, Hilden entsprechend den 
Herstellerangaben isoliert. Zur Extraktion von DNA aus kryokonservierten Gewebeproben 
werden jeweils 20 Schnitte einer Dicke von 10 µm angefertigt. Das Vorkommen der ge-
wünschten Zellarten (tumorfreies Brust-Normalepithel bzw. invasiver Tumor) wird vor 
dem ersten und nach dem letzten Schnitt durch einen erfahrenen Pathologen mittels H&E-
Färbung beurteilt. Gewebeproben mit einem Epithelanteil von > 30 % werden als tumor-
freies Normalgewebe klassifiziert während sich Tumorgewebeproben durch Abwesenheit 
von Normalepithel, peri-tumorösem DCIS und einem Tumorzellanteil von > 70 % aus-
zeichnen. Entsprechende Gewebeschnitte werden mit 180 µl ATL-Puffer homogenisiert 
und mit 20 µl einer Proteinase-K-Lösung (20 µg/ml) versetzt. Nach mindestens einstündi-
ger Inkubation bei 56 °C (oder über Nacht) und 800 min-1 in einem Thermomixer, wird der 
Ansatz durch Zugabe von 200 µl AL-Puffer und Inkubation bei 70 °C für 10 min lysiert. 
Anschließend folgt ein fünfminütiger RNAse A Verdau (20 Einheiten in 180 µl AL-Puffer) 
bei Raumtemperatur, um kopräzipitierte RNA im Ansatz zu eliminieren. Ein Inkubations-
schritt bei 70 °C für 10 min stoppt die RNAse Aktivität. Nach Zugabe von 200 µl 100 % 
Ethanol pipettiert man die Lösung auf eine QIAamp-Säule und zentrifugiert das Gemisch 
bei 12 000 min-1 ab. Das Filtrat wird verworfen und die Säule mit der gebundenen DNA 
wird zweimal gewaschen mit jeweils 500 µl der Pufferlösungen AW1 und AW2. Die DNA 
befindet sich nun am Boden des Eppendorfgefäßes und wird durch Zugabe von 200 µl 
Tris-Puffer (10 mM; pH 7,6) eluiert (DNA-Lagerung bei -20 °C). Für die Extraktion ge-
nomischer DNA aus Zelllinien werden 5x 106 Zellen pelletiert, anschließend mit PBS ge-
waschen und in 200 µl PBS resuspendiert. Zur Lyse der Zellen gibt man 20 µl einer Protei-
nase-K-Lösung (20 µg/ml) in 200 µl AL-Puffer und inkubiert die Zellen in dieser Lösung 
bei 56 ºC für 10 min. Um kopräzipitierte RNA im Ansatz zu eliminieren, folgt anschlie-
ßend ein fünfminütiger RNAse A Verdau (20 Einheiten) bei Raumtemperatur. Alle weite-
ren Schritte zur DNA Extraktion entsprechen dem Protokoll zur Isolation aus kryokonser-
viertem Frischgewebe.  
 
2.11.2 Isolation genomischer DNA aus murinen Schwanzspit-
zenbiopsien 
Die Isolation von DNA zwecks Genotypisierung der Sfrp1-Knockout Mauskolonie erfolgte 
aus murinen Schwanzspitzenbiopsien (ca. 1-2 mm).  
Dazu wird das Frischgewebe über Nacht unter Zugabe von 750 µl DNA Lysepuffer und 
20 µl Proteinase-K bei 56 °C und 1 000 min-1 auf dem Schüttler lysiert. Anschließend wird 
das Lysat kurz auf dem Vortexer gemischt und bei Raumtemperatur 10 min bei Höchstge-
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schwindigkeit abzentrifugiert. Vom klaren Überstand werden ca. 600 µl in ein neues Reak-
tionsgefäß überführt und mit der gleichen Menge an Isopropanol präzipitiert. Nach 10 min 
Inkubation bei Raumtemperatur zentrifugiert man das Gemisch bei 4 °C für weitere 10 min 
bei maximaler Drehzahl (13 000 min-1). Anschließend wird der Überstand verworfen und 
es folgen zwei Waschschritte mit 70 % Ethanol. Hierzu wird das Pellet mit 500 µl Ethanol 
versetzt, 1 min inkubiert und anschließend 5 min zentrifugiert (4 °C, Höchstgeschwindig-
keit). Der Überstand wird wiederum verworfen und das Pellet nach dem zweiten Wasch-
schritt für 5-10 min bei 37 °C getrocknet. Schließlich resuspendiert man das Pellet in ca. 
50 µl sterilem H2O und löst es anschließend für 1 bei 37 °C und 1 000 min-1. Nach der pho-
tometrischen Konzentrationsbestimmung (Kap. 2.11.5) erfolgt die Lagerung der DNA bei -
20 °C. 
 
2.11.3 RNA Isolation aus kryokonserviertem Gewebe und Zell-
linien 
RNA wurde mittels TRIzol-Reagenz der Firma Invitrogen entsprechend der Herstelleran-
gaben isoliert. Gewebeschnitte aus kryokonserviertem Frischgewebe (Kap. 2.1.2) werden 
dazu mit 1 ml TRIzol-Reagenz versetzt, mehrmals invertiert und anschließend für 3 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Das Homogenisat wird mit 200 µl Chloroform versetzt und 
anschließend vorsichtig 10-mal invertiert. Es folgt eine Inkubation für 3 min bei Raum-
temperatur und ein Zentrifugationsschritt (4ºC, 15 000 min-1, 15 min), bei dem man eine 
rote, organische Phase von einer klaren, wässrigen Phase trennt. Die wässrige Phase, in der 
sich nun die RNA befindet, wird in ein sauberes 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Zur 
RNA Präzipitation wird der Überstand mit 500 µl Isopropanol gemischt und für 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Sedimentation der RNA erfolgt in einem 10 min Zentrifu-
gationsschritt bei 4ºC (15 000 min-1). Anschließend wird das RNA Pellet mit 1 ml Ethanol 
(75 %, mit DEPC-H2O eingestellt) gewaschen. Den Überstand saugt man vorsichtig ab und 
trocknet das RNA Pellet für drei bis fünf Minuten bei Raumtemperatur. Die RNA wird nun 
in 27 µl DEPC-H2O resuspendiert und im Anschluss daran sofort prozessiert bzw. bei -
80 °C gelagert.  
Um Degradation und Abbau der empfindlichen RNA zu vermeiden, wird diese in Zwi-
schenschritten auf Eis gekühlt und ausschließlich mittels autoklavierter Pipettenspitzen 
sowie besonders gereinigten Pipetten isoliert. 
 
2.11.4 Aufreinigung und Konzentrierung von RNA 
Um die Konzentration und die Reinheit eines RNA-Isolates für bestimmte Anwendungs-
zwecke zu steigern, wird diese mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 1 Volumen 
Isopropanol für 1 h bei -20 ºC präzipitiert. Das gefällte Produkt wird in einem Zentrifuga-
tionsschritt (15 000 min-1, 10 min) pelletiert und anschließend in 75 % Ethanol (mit DEPC-
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H2O eingestellt) gewaschen. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 min, 
15 000 min-1), bevor man den Überstand bis auf ein Volumen von ca. 10 µl absaugt. Zur 
vollständigen Entfernung von Alkoholresten trocknet man die Reaktionsgefäße bei geöff-
netem Deckel ca. 10 min unter Vakuumbedingungen (SpeedVac). Das Pellet kann an-
schließend in einer adäquaten Menge DEPC-H2O gelöst werden (50 µl). 
 
2.11.5 Photometrische DNA/RNA Quantifizierung 
Mittels einer photometrischen Messapparatur (NanoDrop-ND1000) kann man die Kon-
zentration und die Reinheit der extrahierten Nukleinsäuren überprüfen. Die Messung der 
Extinktion erfolgt bei Lichtwellenlängen von λ = 260 nm (Absorptionsmaximum von Nuk-
leinsäuren) und λ = 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen). Die Berechnung er-
folgt anschließend nach dem Prinzip des Lambert-Beer’schen Gesetzes: 
 
 
αλ)*/(lEc λ  Gl. 2.1 
 
c: Konzentration (µg/ml) 
Eλ: Extinktion bei der Wellenlänge λ 
l: Weglänge des Lichtes im Material (cm) 
αλ: natürlicher molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge λ (l* mol-1* cm-1) 
 
Als Referenz wird das Gerät zunächst mit je 2 µl des jeweiligen Lösungsmittels kalibriert. 
Anschließend werden je 2 µl der entsprechenden Nukleinsäure gemessen. Ein Extinkti-
onswert von 1,0 bei E260 entspricht 50 µg/ml einer dsDNA-Konzentration bzw. 40 µg/ml 
einer RNA-Konzentration. Um eine Verunreinigung der Lösung mit Proteinen auszu-
schließen sollte das Verhältnis von E260/E280 zwischen 1,8–2,0 bei DNA, und > 2,0 bei 
RNA liegen. Die Qualität der isolierten DNA kann gelelektrophoretisch durch Auftrag von 
1 µg unverdauter DNA auf einem 0,7 % Agarosegel überprüft werden 
 
2.11.6 Copy Desoxyribonucleic Acid (cDNA)-Synthese 
Eine reverse Transkription von RNA zu cDNA wurde mit dem Reverse Transcription Sys-
tem von Promega nach Herstellerangaben durchgeführt. Für eine erhöhte Ausbeute an 
cDNA werden Oligo-dT-Primer (dT(15)) und Hexamer-Zufallsprimer (pdN(6)) in einem 
Verhältnis von 1:2 gemischt. Zur Auflösung von Sekundär- und Tertiärstrukturen werden 
2 µg RNA mit DEPC-H2O auf ein Lösungsvolumen von 20 µl gebracht, 10 min bei 70 °C 
inkubiert und anschließend auf Eis gelagert.  
Die cDNA-Synthese erfolgt nach dem in Tab. 2.14 dargestellten Schema. Fertige cDNAs 
werden bei -20 °C gelagert. 
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PCR Komponente Volumen  PCR Konditionen 
 
MgCl2 (25 mM) 
Reverse Transkriptase Puffer (10x) 
AMV Reverse Transkriptase (25 U/µl) 
dNTPs (10 mM) 
Oligo-dT–Primer (5 µg/µl) 
Hexamer-Primer (0,5 µg/µl) 
Rnase Inhibitor (40 U/µl) 
RNA (2 µg) in DEPC-H2O 
Gesamtvolumen 
 
 
8,0 µl 
2,0 µl 
1,2 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
20,0 µl 
40,0 µl 
 
 
 
Primer-Anlagerung 
cDNA Synthese 
Enzym Inaktivierung 
Kühlen 
 
 
25 °C 
42 °C 
95 °C 
  4 °C 
 
 
10 min 
20 min 
  5 min 
∞ 
 
Tab. 2.14: Standard Reaktion für die cDNA Synthese 
 
2.11.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) (Saiki et al., 1988) ist 
eine in vitro Methode zur selektiven Vermehrung definierter Nukleinsäureabschnitte. Eine 
Hauptkomponente der PCR-Reaktion ist die thermostabile Taq DNA Polymerase aus dem 
Bakterium Thermus aquaticus (Taq), welche ein Temperaturoptimum von 72 °C besitzt. 
Weitere Komponenten sind die vier Nukleotide (dGTP, dATP, dCTP und dTTP), MgCl2 - 
als Kofaktor für die Taq Polymerase und spezifische DNA-Oligonukleotide, die in ihrer 
Sequenz komplementär zum 5‘- bzw. 3‘-Ende der Zielsequenz sind. Durch die Taq Poly-
merase wird die DNA-Neusynthese katalysiert. DNA-Oligonukleotide, die der Polymerase 
als Startstelle für die DNA-Neusynthese dienen, sind zwischen 20-30 bp lang. Die dNTPs 
bilden die Bausteine der neu synthetisierten DNA und der PCR-Puffer sollte eine optimale 
Konzentration an MgCl2 enthalten, welches ein entscheidender Faktor für die Aktivität und 
Spezifität der DNA-Polymerase ist. Ein typischer PCR-Reaktionsverlauf besteht aus einem 
DNA-Denaturierungsschritt bei 95 °C, einem sich 30-40 mal wiederholenden Amplifikati-
onszyklus zur DNA-Synthese und einer abschließenden DNA-Synthese bei 72 °C für ca. 
10 min. Der Amplifikationszyklus selbst teilt sich ebenfalls auf in die drei Phasen Denatu-
rierung, Anlagerung der Oligonukleotide und Elongation. Im Folgenden sind die typischen 
Standardbedingungen einer Hot-Start-PCR dargestellt (Tab. 2.15).  
, 
PCR Komponente Volumen  PCR Konditionen 
 
dNTPs (10 mM) 
PCR Puffer (5x) 
MgCl2 (25 mM) 
Primer F (10 µM) 
Primer R (10 µM) 
Taq Polymerase (5 U/µl) 
DNA 
H2O 
 
 
1,0 µl 
5,0 µl 
2,5 µl 
0,5 µl 
0,5 µl 
0,25 µl 
5,0-20,0 µg 
auf 25,0 µl 
 
  
Initiale Denaturierung 
Zugabe DNA Polymerase 
 
Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Extension 
 
Finale Extension 
Kühlen 
 
 
95 °C 
80 °C 
 
91 °C 
55 °C 
72 °C 
 
72 °C 
  4 °C 
 
 
3 min 
2 min 
 
30 s  
30 s        x 35 
30 s 
 
5 min 
∞ 
 
Tab. 2.15: Standard Reaktion für die PCR 
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In dieser Variante der PCR wird die Taq Polymerase erst nach einem initialen Denaturie-
rungsschritt zugegeben, um unspezifische Amplifikationen während der ersten Aufhei-
zungsphase zu verhindern (Amplifikation von PCR-Produkten bis zu einer Größe von 
3 kb).  
 
2.11.8 Genotypisierungs-PCR 
Um die entsprechenden Genotypen der Sfrp1-Knockout Mausnachkommen zu bestimmen 
wurde eine Multiplex Genotypisierungs-PCR durchgeführt. Dazu wird Gesamt-DNA aus 
den Schwanzspitzen der Mäuse nach beschriebenem Protokoll (Kap. 2.11.2) isoliert. Oli-
gonukleotide für die spezifische Detektion von Wildtyp und mutiertem Sfrp1-Allel werden 
als kombinierter Primermix in die PCR-Reaktion eingesetzt. Tab. 2.16 stellt die Standard-
bedingungen einer Genotypisierungs-PCR dar. 
 
PCR Komponente Volumen  PCR Konditionen 
 
dNTPs (2,5 mM) 
PCR Puffer (5x) 
MgCl2 (25 mM) 
Primer Sfrp1 WT F (10 µM) 
Primer Sfrp1 WT R (10 µM) 
Primer mut F (10 µM) 
Primer mut R (10 µM) 
Taq Polymerase (5 U/µl) 
DNA 
H2O 
 
 
2,0 µl 
5,0 µl 
1,5 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
0,25 µl 
50,0 ng 
auf 25,0 µl 
 
   
 
Initiale Denaturierung 
 
Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Extension 
 
Finale Extension 
Kühlen 
 
 
 
 
94 °C 
 
94 °C 
60 °C 
72 °C 
 
72 °C 
  4 °C 
 
 
 
 
3 min 
 
1 min  
1 min     x 35 
1 min 
 
3 min 
∞ 
 
Tab. 2.16: Standard Reaktion für die Genotypisierungs-PCR 
 
In homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen ist die Gensequenz unmittelbar abwärts des 
Sfrp1-Startkodons in Exon 1 bzw. stromaufwärts der Kpn1 Restriktionsschnittstelle im 
Intron 1 des Sfrp1 Gens durch eine LacZ-Neomycin-Genkassette ersetzt ( 
Abb. 2.1 A). Somit entsteht ein Sfrp1-LacZ-Knock in Allel, welches keine Sfrp1 Expressi-
on mehr besitzt, jedoch die Gene Lacz (β-Galaktosidase) und Neomycin unter der Kontrol-
le des nativen Sfrp1 Promotors exprimiert. Oligonukleotide zur Detektion des Wildtyp 
Sfrp1 amplifizieren eine 369 bp lange Sequenz aus Exon 1 des Gens.  
Oligonukleotide zur Detektion des mutierten Allels produzieren ein 480 bp langes Ampli-
fikat des LacZ-Neomycin-Produktes. Somit erhält man in der anschließenden gele-
lektrophoretischen Auftrennung der PCR-Amplifikate (Kap. 2.11.9) für homozygote Tiere 
ein Produkt auf einer Höhe von 480 bp, für Wildtyp Tiere ein Produkt von 369 bp und für 
heterozygote Tiere jeweils ein Produkt auf einer Höhe von 480 und 369 bp ( 
Abb. 2.1 B). 
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A               B
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Abb. 2.1: Sfrp1-LacZ-Knock in Genkonstrukt 
In A ist die genomische Struktur für das Sfrp1-Wildtyp-Gen (WT) und das Sfrp1-LacZ-Knock in Allel 
(Sfrp1lacZ) schematisch dargestellt. Lokalisation von Exon 1 und entsprechenden Restriktionsschnittstellen 
der modifizierten Sfrp1-Genregion sind beschrieben. Embryonale Stammzellen, die über ein Sfrp1-LacZ-
Knock in Allel verfügen werden genutzt, um chimäre Ausgangsmäuse zu generieren, deren Allel an die 
Nachkommenschaft weitergegeben wird. Nachkommen aus Kreuzungen zwischen heterozygoten Sfrp1-
Knockout Mäusen werden genotypisiert mit Wildtyp Primern, die ein Produkt einer Größe von 369 bp aus 
Exon 1 amplifizieren und Primern, die im mutierten Sfrp1 Gen innerhalb der LacZ-Neomycin-Genkassette ein 
480 bp langes Produkt amplifizieren. B zeigt das Ergebnis dieser Genotypisierungsreaktion. Produkte aus der 
Genotypisierungs-PCR wurden dazu gelelektrophoretisch aufgetrennt. Alle 3 Genotypen (Wildtyp: Sfrp1+/+; 
Heterozygot: Sfrp1+/−; Homozygot: Sfrp1−/−) konnten identifiziert werden. Quelle: Joesting et al., 2008.  
 
2.11.9 Agarose-Gelelektrophorese 
Mittels der Agarose-Gelelektrophorese ist es möglich Nukleinsäuren (DNA und RNA) der 
Länge nach aufzutrennen und ihre Größe zu bestimmen. Anhand dieser Methode kann man 
die Effizienz und Spezifität einer PCR-Reaktion überprüfen. Aufgrund der negativen La-
dung ihres Phosphatrückgrates wandert die DNA in einem elektrischen Feld zur positiv 
geladenen Anode. Die Moleküle wandern dabei durch ein engmaschiges Netz aus Agaro-
semolekülen, so dass ihre Laufgeschwindigkeit auf Grund eines Siebeffektes umgekehrt 
proportional zum Logarithmus ihrer Molekülgröße ist. Kleinere Moleküle wandern dabei 
schneller als große Moleküle. Man versetzt das Agarosegel mit Ethidiumbromid, einem 
Farbstoff, der sich in die doppelsträngige DNA einlagert und über ein Fluoreszenzsignal 
bei Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. Je nach Größe der zu detek-
tierenden DNA werden die Gele in einer 0,7 % - 2 % Agarosekonzentration (gelöst in 1x 
TBE-Puffer) hergestellt. Das Gemisch aus Puffer und Agarose wird so lange aufgekocht, 
bis die Agarose vollständig gelöst ist. Nachdem die flüssige Agarose auf ca. 60 ºC abge-
kühlt ist, wird Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 µg/ml zugesetzt. Die warme 
Lösung wird in eine geeignete Gelkammer gegossen und mithilfe eines Gelkammes formt 
man Taschen zum Einfüllen der entsprechenden PCR-Produkte. Nach dem Aushärten (ca. 
30 min) wird das Gel in eine mit 1x TBE-Puffer (Tab. 2.4) befüllte Laufkammer einge-
setzt. Nun werden die PCR-Proben in einem Verhältnis 1:5 mit farbig markiertem Lade-
puffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Zusätzlich trägt man einen DNA-
Längenstandard auf und startet die Elektrophorese für 30-60 min bei einer Feldstärke von 
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5 Volt/cm. Um die DNA-Banden anschließend sichtbar zu machen, bestrahlt man das Aga-
rose-Gel unter UV-Licht und dokumentiert die Ergebnisse mittels CCD-Kamera. 
 
2.11.10 Semi-quantitative Realtime RT-PCR 
Die semi-quantitative Realtime RT-PCR wurde 1992 von Higuschi entwickelt und ist ein 
Verfahren zur Bestimmung der relativen Genexpression. Diese Methode erlaubt eine we-
sentlich präzisere Quantifizierung der Expression als die konventionelle PCR. Das Prinzip 
der Messung beruht dabei auf der Verwendung von interkalierenden Molekülen, die sich 
im Zuge der cDNA Amplifikation in die entstehenden DNA-Doppelstränge einlagern und 
fluoreszieren. Das Fluorochrom SYBR Green I, welches zu den asymmetrischen Cyaninen 
gehört, fluoresziert bei Einlagerung in die kleine Grube der dsDNA und bildet zusammen 
mit dieser einen DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex, der blaues Licht bei λmax = 498 nm 
absorbiert und grünes Licht bei λmax = 522 nm emittiert. Das Fluoreszenzsignal verstärkt 
sich somit proportional zur Menge des gebildeten Produktes und kann so direkt in Echtzeit 
(Realtime) gemessen werden. Ähnlich der konventionellen RT-PCR wird die RNA dabei 
zunächst in cDNA umgeschrieben und mittels Gen-spezifischer Primer amplifiziert. Im 
Rahmen dieses Projektes wurde SYBR Green I, ein signalstarkes Fluorochrom aus dem 
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I-Kit (Roche Diagnostics) eingesetzt und 
alle Messungen wurden mit dem Light Cycler IQ5 von Biorad, entsprechend den Herstel-
lerangaben durchgeführt. Zur Normalisierung der eingesetzten cDNA Mengen wurde bei 
jedem Lauf für jede cDNA Probe die Expression des „housekeeping“ Gens Glycerinalde-
hyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenz mitbestimmt. Im Folgenden ist 
ein Standardansatz einer semi-quantitative Realtime RT-PCR dargestellt. 
 
PCR Komponente Volumen  PCR Konditionen 
 
 
 
 
 
Sybr Green-Mix 
Primer F (10 µM) 
Primer R (10 µM) 
cDNA (5-20 ng) 
H2O 
 
 
 
 
 
 
10,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
auf 20,0 µl 
 
  
Initiale Denaturierung 
 
Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Extension 
 
Finale Extension 
Schmelzkurvenanalyse 
Kühlen 
 
 
95 °C 
 
95 °C 
55 °C 
72 °C 
 
72 °C 
40-99 °C 
  4 °C 
 
 
15 min 
 
20 s 
20 s          x35 
20 s 
 
60 s 
10-20 min 
∞ 
 
Tab. 2.17: Standard Reaktion für die Realtime RT-PCR 
 
Nach Abschluss der Amplifikationsphase wird eine Schmelzkurve für die jeweiligen PCR-
Ansätze generiert, um die Spezifität der PCR-Produkte zu prüfen. Dabei kommt es zu einer 
stetigen Erwärmung der PCR-Produkte von 40 °C auf maximal 99 °C und simultaner Fluo-
reszenzmessung. Je nach Größe und GC-Gehalt der entsprechenden cDNA Stränge kommt 
es zu einem definierten Aufschmelzen der Produkte bei spezifischen Temperaturpunkten. 
KAPITEL 2 MATERIAL UND METHODEN 
  42 
Dieser Vorgang ist durch eine starke Abnahme der Fluoreszenz-Intensität gekennzeichnet. 
Die grafische Auswertung dieser Schmelzkurven mittels spezieller Software (Light Cycler 
Software, Roche Molecular Biochemicals) ermöglicht es, unspezifische Produkte und Pri-
mer-Dimere von spezifischen Produkten zu unterscheiden. Eine zusätzliche Auftrennung 
der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 2.11.9) ist ein empfehlenswer-
ter Schritt zur Überprüfung von Primerspezifität und Reinheit des PCR-Produktes.  
 
Berechnung der relativen Genexpression 
Die relative Expression des jeweiligen Gens kann auf Basis von Cycle-Threshold (CT)-
Werten gemessen werden. Dabei gibt der CT-Wert den Zyklus der Amplifikationsphase an, 
in dem es zu einer Überschreitung der Hintergrund-Fluoreszenz durch das vermehrte Auf-
treten von doppelsträngigen DNA-Produkten kommt. Die PCR geht in die sogenannte „ex-
ponentielle Phase“ über, die sich optimalerweise durch einen linearen Anstieg der Fluores-
zenzintensität auszeichnet. Je stärker die Expression des Zielgens in den entsprechenden 
Proben ist, desto früher wird diese exponentielle Phase erreicht. Im Verlauf der PCR-
Reaktion kommt es zu einer zunehmenden Limitierung der verschiedenen PCR-
Bestandteile (dNTPs, Primer, Polymerase), so dass gegen Ende der Reaktion die Änderung 
der CT-Werte gleich Null ist. So wird die Rate der DNA-Neusynthese geringer und kommt 
schließlich ganz zum Erliegen (Abb. 2.2). Um CTWerte von verschiedenen, biologischen 
Materialien quantitativ miteinander zu vergleichen, ist es notwendig, diese auf eine Refe-
renz zu normalisieren. Als Referenzgen für alle beschriebenen Versuchsansätze diente das 
Haushaltsgen GAPDH. 
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Abb. 2.2: Typisches Verlaufsprofil für die Realtime RT-PCR 
 
Im Folgenden kann man die Auf- bzw. Abregulation der Genexpression quantifizieren. 
Dazu setzt man die normalisierten CT-Werte der unterschiedlichen Proben ins Verhältnis 
zueinander. 
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Bestimmung der Differenz der CT-Werte (ΔCT) zwischen Zielgen und Referenzgen: 
 
ferenzgenReClgenZieCΔC TTT   Gl. 2.2 
 
Bestimmung der ΔCT-Differenz (ΔΔCT) zwischen zwei Proben (z.B. Probe 1 = Normal, 
Probe 2 = Tumor): 
 
obe2PrΔCobe1PrΔCΔΔC TTT   Gl. 2.3 
 
Bestimmung der relativen Expression des Zielgens (x-fache Über- oder Unterexpression 
des Zielgens in Probe 2 in Relation zu Probe 1): 
 
ΔΔCT2sstärkeExpression   Gl. 2.4 
 
(2-ΔΔCT bezeichnet den Fold Change der differentiellen Expression). 
 
2.11.11 Bisulfit-Konversion genomischer DNA 
Die Bisulfit-Konversion genomischer DNA ist eine Vorbehandlung zur Detektion methy-
lierter Cytosine mittels MSP. Dazu ist zunächst eine initiale Behandlung der zu untersu-
chenden DNA mittels Natrium-Bisulfit (NaHSO3) notwendig.  
Bei dieser chemischen Behandlung werden alle einzelsträngig vorliegenden, unmethylier-
ten Cytosin-Basen durch die katalytische Wirkung von Bisulfit zu Uracil (U) desaminiert. 
Unmethylierte DNA unterscheidet sich nach dieser Behandlung von methylierter DNA 
durch das Auftreten von Uracil-Basen. Cytosin-Basen, welche am C5-Atom eine Methyl-
gruppe tragen (5`-Methylcytosin), sind gegen diese Konversion resistent. Bei anschließen-
der Amplifikation der Bisulfit-konvertierten DNA mittels MSP-Primer werden Uracil-
Basen durch Thymidine ersetzt, während die 5`methylierten Cytosine durch Cytosine ohne 
Methylgruppe ersetzt werden. Der chemische Reaktionsablauf einer Konversion unmethy-
lierten Cytosins zu Uracil ist in Abb. 2.3 dargestellt. 
 
Cytosin Cytosin-SO3
- Uracil-SO3
- Uracil
 
Abb. 2.3: Reaktionsschema einer Bisulfit-Konversion von Cytosin (unmethyliert) zu Uracil 
Unmethyliertes Cytosin wird zunächst durch Einwirkung des Bisulfit-Anions (HSO3‾) C6-ständig bei 
schwach-saurem Milieu sulfoniert (Cytosin-SO3‾, Schritt 1). Im Anschluss kommt es am C4-Atom zu einer 
hydrolytischen Desaminierung (Uracil-SO3‾, Schritt 2). In den letzten beiden Reaktionsschritten wird Ura-
cilsulfonat unter alkalischen Reaktionsbedingungen am C6-Atom desulfoniert, und Cytosin wird zu Uracil 
konvertiert. Verändert nach: http://www.grailmaster.com/genetics/diplomhtml/methoden.htm. 
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In der hier vorgestellten Arbeit wurde genomische DNA mit Hilfe des EZ DNA Methylati-
on Kit nach Herstellerangaben umgewandelt. Dazu verdünnt man je 1 µg DNA mit H2O 
auf 45 µl, versetzt diese mit 5 µl M-Dilutions-Puffer und inkubiert das Reaktionsgemisch 
bei 37 °C für 15 min. Es kommt so zu einer Denaturierung der DNA unter Wärmeeinwir-
kung. Die Proben werden anschließend mit 100 µl CT-Konversions-Reagenz versetzt und 
bei 50 °C nochmals für 16 h unter schwach sauren Bedingungen (pH 5) inkubiert. Dabei 
kommt es zu einer Sulfonierung der Cytosine am C6-Atom (Entstehung von Cytosinsulfo-
nat). Die nachfolgenden chemischen Reaktionen bewirken eine spontaneHydrolysierung 
der Aminogruppen am C4-Atom, und es bildet sich Uracilsulfonat. Nach Ablauf der 16 
stündigen Inkubationszeit werden die Proben für 10 min auf Eis gelagert. Man fügt 400 µl 
M-Bindungs-Puffer zu und pipettiert das Gemisch auf eine Säule. Es folgt ein Zentrifuga-
tionsschritt bei 12 000 min-1 für 30 s und eine erneute Zugabe von 200 µl Wasch-Puffer. 
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 12 000 min-1 für 30 s gibt man 200 µl M-
Desulfonierungs-Puffer auf die Membran und inkubiert diese für 10 min. Diese Reaktion 
läuft unter basischen Bedingungen ab und es kommt zu einer alkalischen Desulfonierung 
des entstandenen Uracilsulfonats. Im Anschluss an zwei weitere Waschschritte mit jeweils 
200 µl M-Wasch-Puffer und nachfolgender Zentrifugation für 30 s bei 12 000 min-1, trägt 
man 25 µl M-Elutions-Puffer auf die Säule und inkubiert diese für 1 min.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.4: Bisulfit-Konversion einer genomischen DNA-Sequenz 
Blau gefärbte Nukleotide stellen unmethylierte Cytosine (C) dar, die durch Bisulfit-Behandlung zu Uracil 
umgewandelt wurden. Rote Nukleotide stellen 5`-Methylcytosine dar, die resistent gegenüber Bisulfit-
Behandlung sind. 
 
KAPITEL 2 MATERIAL UND METHODEN 
  45 
2.11.12 Methylierungs-spezifische PCR (MSP) 
Die MSP ist eine Hot-Start-PCR-Variante, bei der man Bisulfit-konvertierte DNA mit zwei 
verschiedenen Primerpaaren in getrennten Ansätzen amplifiziert (Abb. 2.4). Von den zwei 
eingesetzten Primerpaaren ist jeweils eines spezifisch für methylierte DNA-Sequenzen (M-
Primer), und das andere Primerpaar ist spezifisch für ursprünglich unmethylierte DNA (U-
Primer). Um zu gewährleisten, dass gleiche Sequenzen miteinander verglichen werden und 
Unterschiede in den Methylierungsmustern der DNA nicht zu veränderten Ergebnissen 
führen, amplifizieren beide Primer das gleiche Produkt. Die Taq DNA Polymerase wird 
erst nach einem initialen Denaturierungsschritt zugegeben (Hot-Start), um unspezifische 
Amplifikationsprodukte während der Aufheizphase zu verhindern. Je Probe werden 1,25 
Einheiten Taq DNA Polymerase in einem Volumen von 5 µl H2O zugegeben. Nach Vorle-
gen des Mastermixes und der DNA in die Reaktionsgefäße wird jedes Reaktionsgemisch 
mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet, um Verluste durch Verdunstung zu vermeiden. 
Das Gesamtvolumen einer MSP beträgt dabei 25 µl. Im Folgenden ist ein Standardansatz 
einer MSP dargestellt. 
 
PCR Komponente Volumen  PCR Konditionen 
 
 
 
 
1MSP-Puffer (10x) 
dNTPs (25 mM) 
Primer F (U bzw. M) (10 µM) 
Primer R (U bzw. M) (10 µM) 
Bisulfit-konvertierte DNA (5-20 ng) 
H2O 
 
 
 
 
 
2,5 µl 
1,25 µl 
0,5 µl 
0,5 µl 
1,0 µl 
auf 20,0 µl 
 
  
Initiale Denaturierung 
2Hot-Start 
 
Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Extension 
 
Finale Extension 
Kühlen 
 
 
94 °C 
80 °C 
 
94 °C 
55 °C 
72 °C 
 
72 °C 
  4 °C 
 
 
5 min 
2 min 
 
20 s 
20 s          x35 
20 s 
 
5 min 
∞ 
 
Tab. 2.18: Standard Reaktion für die MSP 
1Der MSP-Puffer (10x) setzt sich wie folgt zusammen: 16,6 mM Ammoniumsulfat; 67 mM Tris (pH 8,8); 
6,7 mM MgCl2 und 10 mM β-Mercaptoethanol (Galm und Herman, 2005). 2Zugabe der Taq DNA Polymera-
se. 
 
Über eine anschließende Analyse der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese ist 
es nun möglich, methylierte von unmethylierter DNA zu unterscheiden.  
Im Falle von methylierter DNA zeigt sich eine Produktbande in den Ansätzen, die mit M-
Primern amplifiziert wurden und im Falle von unmethylierter DNA zeigen sich spezifische 
Banden nur in den Proben, die mit U-Primern amplifiziert wurden. Falls sich bei einigen 
Proben sowohl mit M-Primern als auch mit U-Primern spezifische Banden ergeben spricht 
dies für die Anwesenheit von sowohl methylierter als auch unmethylierter DNA.  
Ein solches Phänomen deutet auf besondere Heterogenität der Zellzusammensetzung in-
nerhalb einer Probe hin (beispielsweise nicht-maligne Zellen innerhalb einer Tumorprobe). 
Es könnte allerdings auch eine Folge heterogener Methylierungsmuster innerhalb einer 
Zellpopulation sein. Abb. 2.5 zeigt eine repräsentative Agarose-Gelelektrophorese für die 
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MSP-Analyse des O6MGMT Gens in humanen Tumorzelllinien. Pro Probe ergeben sich 
zwei PCR-Reaktionsprodukte (U und M). 
 
 
Abb. 2.5: Repräsentative MSP-Analyse über den Methylierungszustand des O6MGMT Gens in huma-
nen Tumorzelllinien 
Normale periphere Blutzellen (PB), in vitro methylierte DNA (IVD) und destilliertes H2O dienten als Kon-
trollen. Gelbahnen U, Produkte amplifiziert mit Primern spezifisch für unmethylierte O6MGMT DNA-
Sequenzen; Gelbahnen M, Produkte amplifiziert mit Primern spezifisch für methylierte O6MGMT DNA-
Sequenzen. MSP Produkte wurden auf einem 2,5 % Agarosegel (mit Ethidiumbromid) aufgetrennt und unter 
UV-Licht sichtbar gemacht (Galm und Herman, 2005). 
 
2.11.13 Pyrosequenzierung 
Die Methode der Pyrosequenzierung ermöglicht eine quantitative Analyse von DNA-
Methylierungsmustern sowie die präzise Quantifizierung des Methylierungsgrades einer 
DNA Probe (Ronaghi et al., 1996; Ronaghi et al., 1998). Die Methode beruht darauf, dass 
zu einem einzelsträngigen DNA-Fragment in Gegenwart eines Sequenzierprimers die En-
zyme Taq Polymerase, Adenosintriphosphat (ATP)-Sulfurylase, Luziferase und Apyrase 
sowie die Substrate Adenosinphosphosulfat (APS) und Luziferin zugegeben werden. Im 
zweiten Schritt wird eines der vier Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP) zu diesem Reak-
tionsgemisch gegeben und durch die Taq DNA Polymerase im Falle einer komplementären 
Base in den Matrizenstrang eingebaut. Die einzelsträngige DNA wird somit zu einem 
Doppelstrang ergänzt. Jede Nukleotid-Inkorporation wird dabei von der äquimolaren Frei-
setzung eines Pyrophosphat-Restes (PPi) begleitet. Die ATP Sulfurylase setzt PPi sodann 
in Anwesenheit von APS quantitativ zu ATP um. Dieses ATP veranlasst anschließend die 
durch die Luziferase katalysierte enzymatische Umsetzung von Luziferin zu Oxiluziferin. 
Die Menge des dabei erzeugten Lichtes ist proportional zur Menge an inkorporierten   
Nukleotiden und wird mit Hilfe einer CCD-Kamera detektiert. Die gemessenen Lichtinten-
sitäten werden in Form eines Lichtsignales (Peak) in einem Pyrogramm dargestellt. Dabei 
ist die Höhe der Peaks entsprechend proportional zur Menge eingebauter Nukleotide. Ist 
das injizierte Nukleotid nicht komplementär zum Matrizenstrang, so wird dieses nicht in-
korporiert. Es entsteht kein Lichtsignal. Nicht eingebaute Nukleotide sowie überschüssiges 
ATP werden durch das Nukleotid degradierende Enzym Apyrase beseitigt. Sobald die En-
zym katalysierte Degradierung beendet ist, kommt es zu einer erneuten Nukleotidinjektion.  
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Abb. 2.6: Schematischer Reaktionsverlauf einer Pyrosequenzierung 
(A) Enzymatische Reaktionen der Pyrosequenzierung. Eingebaute Nukleotide setzen inorganisches Py-
rophosphat (PPi) frei, welches in einer enzymatischen Abfolge von Sulfurylase und Luziferase unter       
Vebrauch von ATP in Lichtblitze umgewandelt wird. (B) Beispiel eines Pyrogramms. Die Ordinate zeigt das 
relative Lichtsignal, welches sich nach Injektion der einzelnen Nukleotide (NT; Abszisse) im Falle der ge-
zeigten Beispielsequenz ergibt. Doppelte Lichtintensität nach Injektion eines dGTP Nukleotids signalisiert 
die Basenwiederholung ‚Guanin-Guanin`. Die injizierte Base dTTP erzeugt kein Lichtsignal, da an dieser 
Stelle nicht die komplementäre Base Adenin im Matrizenstrang vorliegt. 
 
DNA-Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung: 
Mittels der Pyrosequenzierungstechnologie ist es möglich, den Methylierungsgrad einzel-
ner Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG)-Dinukleotide einer genomischen DNA Probe quanti-
tativ zu messen (Tost et al., 2003). Dabei führt die Bisulfit-Behandlung der verwendeten 
DNA dazu, dass unmethylierte Cytosin-Basen in Uracil-Basen konvertiert werden, wäh-
rend methylierte Cytosin-Basen resistent gegenüber dieser Konversion sind (Kap. 2.11.11). 
In einer initialen PCR-Amplifikation des zu untersuchenden DNA-Fragmentes wird Uracil 
durch die Base Thymin ersetzt. Im nächsten Schritt wird der Methylierungsstatus der un-
tersuchten CpG-Dinukleotide untersucht. In der Abfolge der injizierten Nukleotide folgt 
nach einem dCTP immer ein dTTP. Der Einbau dieser Nukleotide kann wiederum über die 
Lichtemission bestimmt werden. Kommt es zu einem Einbau von dCTP, so weist dies auf 
eine ursprünglich methylierte Cytosin-Base hin. Ein Lichtsignal durch dTTP hingegen deu-
tet auf eine ursprünglich unmethylierte Cytosin-Base. Aufgrund der Proportionalität der 
Lichtsignale zur Anzahl der eingebauten Nukleotide kann das Peakverhältnis dieser beiden 
Signale genutzt werden, um den Methylierungsgrad des betreffenden Cytosins nach fol-
gender Formel in Prozent zu berechnen: 
 
ThyminPeakhöheCytosinPeakhähe
100*CytosinPeakhöheungMethylier%

  Gl. 2.5 
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DNA-Amplifizierung: 
Für die Pyrosequenzierung muss die zu untersuchende Bisulfit-konvertierte DNA zunächst 
amplifiziert werden. Dazu wird eine PCR (Prä-PCR) mit dem PyroMark PCR Kit (Qiagen) 
nach Herstellerangaben durchgeführt. Aufgrund der Umwandlung von unmethylierten Cy-
tosinen in die Base Uracil, besitzt die umgewandelte DNA im Vergleich zur Ursprungs-
DNA eine geringere Heterogenität in der Abfolge ihrer Basen. Das Risiko unspezifischer 
PCR-Produkte ist demnach erhöht. Das PyroMark PCR Kit gewährleistet durch ausgegli-
chene Kombinationen an KCl, (NH4)2SO4 und MgCl2 stringente Bedingungen für die Pri-
merbindung und reduziert somit weitgehend die Ausbildung unspezifischer PCR-Produkte. 
Eine Hot-Start Taq DNA Polymerase, die ebenfalls im Kit enthalten ist, wird erst durch 
einen 15 min Inkubationsschritt bei 95 °C aktiviert, wodurch die Bildung unspezifischer 
PCR-Produkte und Primer Dimeren bei geringer Temperatur ebenfalls verhindert wird. Die 
für die Pyrosequenzierungsreaktion eingesetzten Oligonukleotide werden mit Hilfe der 
PyroQ CpG-Software (Biotage) abgeleitet (Kap. 2.11.13). Antisense-Oligonukleotide sind 
am 5’-Ende biotinyliert, um eine Einzelstrangseparation nach PCR-Amplifikation zu ge-
währleisten. Über die Biotin-Markierung bindet die DNA an spezielle Sepharose Kügel-
chen und kann somit für die Pyrosequenzierungsreaktion immobilisiert werden. Zur Über-
prüfung der Produktspezifität werden jeweils 5 µl der jeweiligen PCR-Produkte auf einem 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
 
PCR Komponente Volumen  PCR Konditionen 
 
 
Pyromark PCR Master Mix 
Coral Load Concentrate 
Q-Solution (optional) 
Primer F (10 µM) 
Primer R (10 µM) 
DNA (10-20 ng) 
H2O 
 
 
 
12,5 µl 
2,5 µl 
5,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
1,0 µl 
auf 25,0 µl 
 
  
Hot-Start 
 
Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Extension 
 
Finale Extension 
Kühlen 
 
 
95 °C 
 
94 °C 
56 °C 
72 °C 
 
72 °C 
  4 °C 
 
 
15 min 
 
30 s  
30 s           x45 
30 s 
 
10 min 
∞ 
 
Tab. 2.19: Standard Reaktion einer Prä-PCR für anschließende Pyrosequenzierung 
 
DNA-Einzelstrang Separation und Pyrosequenzierungsreaktion: 
Vorbereitend wird das entsprechende Pyro Q-CpG-Programm mit dem jeweiligen Assay 
und der Eingabe der spezifischen Dispensation Order mittels der PyroQ CpG-Software 
(Biotage) eingelesen. Zur DNA-Einzelstrang Separation werden 37 µl Bindungs-Puffer 
(Biotage) und 3 µl Streptavidin-Sepharose-Kügelchen in entsprechende Kavitäten einer 
PSQ 96-Loch-Mikrotiterplatte (Biotage) vorgelegt. Dazu erwärmt man die Streptavidin-
Sepharose-Kügelchen (Amersham Biosciences) zuvor auf Raumtemperatur und homogeni-
siert sie durch 5-minütiges Schütteln. Im nächsten Schritt werden diesem Ansatz 20 µl des 
PCR-Amplifikates zupipettiert und die Platte für 15 min auf einem Thermomixer bei ma-
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ximaler Drehzahl (13 000 min-1) und Raumtemperatur geschüttelt. In diesem Schritt 
kommt es zur Immobilisierung biotinylierter DNA über eine Streptavidin-Bindung an die 
Sepharose-Kügelchen. Anschließend werden die DNA-Moleküle zu Einzelsträngen sepa-
riert unter Verwendung einer PyroMark Vacuum Prep Station (Biotage) (Abb. 2.7). Der 
Filterträger wird dazu zunächst nach Anlegen eines Vakuums für 20 s in Pyrophosphat-
freiem HPLC-Wasser (Merck) gewaschen und die Filterköpfe nach einer Invertierung um 
90º durch Luftansaugen getrocknet. Anschließend taucht man den Filterträger in die 
PSQ 96-Platte ein und saugt so die entsprechenden PCR-Proben an die Filterköpfe an. Der 
Träger wird in 180 ml 70 % Ethanol getaucht und für 10 s unter Vakuumeinwirkung gewa-
schen. Als nächstes erfolgte die Denaturierung der an die Filterköpfe angesaugten DNA-
Doppelstränge durch Eintauchen des Trägers für 10 s in 120 ml einer Denaturierungslö-
sung (0,2 M NaOH, Biotage). Die Filterköpfe werden für 10 s in einem Wasch-Puffer   
(Biotage) gereinigt und durch eine Invertierung um 90º luftgetrocknet. Die DNA Einzel-
stränge liegen nun gebunden an Streptavidin-Sepharose an den Filterköpfen vor. Durch 
Abschalten des Vakuums werden die DNA Einzelstränge freigesetzt und in eine zuvor mit 
38,4 µl PyroMark Annealing-Puffer (Biotage) und 1,6 µl (400 nM) Sequenzierprimer (Me-
tabion) befüllte PSQ 96 low-Platte abgelassen. Es folgt eine Inkubation der Proben für 
2 min bei 80 °C zur Hybridisierung des Sequenzierprimers an die komplementären DNA-
Sequenzen, gefolgt von einem 10 min Inkubationsschritt bei Raumtemperatur zum Abküh-
len der Proben. In den dafür vorgesehenen Probenbehälter (Cartridge) werden anschlie-
ßend entsprechende Mengen der verschiedenen dNTPs, des Enzym-Mixes und des Sub-
strates gefüllt. Die Cartridge wird zusammen mit der PCR-Platte in das Sequenzier-Gerät 
(PyroMark ID, Biotage) eingestellt und das zuvor eingelesene Programm wird gestartet.  
 
1 2 3
 
Abb. 2.7: Aufbau der Pyrosequenzierungsstation 
1, PyroMark Vacuum Prep Station mit entsprechenden Kammern für Pyrophosphat-freies HPLC-Wasser, 
70 % Ethanol, Denaturierungslösung und Wasch-Puffer; 2, Filterträger; 3, Sequenzier-Gerät. 
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2.12 Proteinchemische Methoden 
2.12.1 Gewebeschnitte aus kryokonserviertem Frischmaterial 
Schnitte aus tiefgefrorenem Frischgewebematerial (-80 °C) werden am Kryotom HM560 
(Microm Laborgeräte, Walldorf) angefertigt. Die Frischgewebe (ca. 1 cm3 große Gewebe-
stücke) werden dazu mittels „Tissue-Tek“-Flüssigkeit (Sakura Finetek) auf einem Metall-
sockel fixiert. Diese Fixierflüssigkeit erstarrt bei niedrigen Temperaturen im Kryotom (-
 50 °C) reversibel. Nach Einspannen des Metallsockels in das Kryotom, können je nach 
gewünschter Anwendung Schnitte beliebiger Dicke gefertigt werden. Dazu wird das Ge-
webe zunächst angeschnitten und ein 10 µm dicker Probeschnitt angefertigt. Der Probe-
schnitt wird auf einen Objektträger aufgezogen und mittels Methylenblau-Lösung einge-
färbt. Bevor man weitere Schnitte anfertigt, wird das Gewebe einer mikroskopischen Beur-
teilung durch einen erfahrenen Pathologen unterzogen. Bei Eignung werden im Anschluss 
daran für die Extraktion von DNA bzw. RNA (Kap. 2.11.1 und 2.11.4) jeweils 30x 10 µm 
Schnitte angefertigt und für die Extraktion von Proteinen (Kap. 2.12.7) jeweils 10x 100 µm 
Schnitte. Diese werden in ein vorgekühltes (-20 °C) 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Bis 
zur Extraktion können die Schnitte bei -20 °C gelagert werden. Für immunhistochemische 
Anfärbungen bzw. für H&E Färbungen fertigt man Schnitte einer Dicke von 6 µm an und 
zieht diese auf einen Objektträger auf.  
 
2.12.2 Gewebeschnitte aus Paraffin eingebetteten Gewebeproben 
2-3 µm Schnitte von Paraffin eingebettetem Gewebematerial werden mittels Mikrotom 
(z.B. Schlittenmikrotom Hn40, Reichert-Jung) angefertigt. Zur optimalen Entfaltung der 
Schnittfläche werden diese vorsichtig in lauwarmes Wasser überführt und auf mit Poly-L-
Lysin (0,01 % Lösung) vorbehandelte Objektträger übertragen. Man trocknet die Schnitte 
über Nacht im Brutschrank bei 37 °C und lagert sie anschließend bei Raumtemperatur bis 
zur immunhistochemischen Färbung.  
 
2.12.3 H&E Färbungen an Gewebeschnitten 
Mittels H&E Färbungen können verschiedene Strukturen eines Gewebeschnittes angefärbt 
und sichtbar gemacht werden. Die verschiedenen Gewebestrukturen kann man so mikro-
skopisch voneinander unterscheiden, um beispielsweise krankhafte Veränderungen in Bi-
opsien und Operationspräparaten zu untersuchen. Die Färbemethode beruht auf den Farb-
stoffen Hämatoxylin (H) und Eosin (E). Hämatoxylin dient dabei zur Anfärbung (blau) von 
sauren bzw. basophilen Strukturen, insbesondere der Zellkerne und der darin enthaltenen 
DNA. Eosin färbt alle acidophilen bzw. basischen (eosinophilen) Strukturen rot, und dient 
somit hauptsächlich der Anfärbung des Zellplasmas. Zur Einfärbung von Gewebeschnitten 
mittels H&E schneidet man diese zunächst in einer Dicke von 6 µm und zieht sie auf einen 
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Objektträger auf. Nach dem Antrocknen fixiert man die Schnitte bei -20 °C in Aceton, 
spült kurz mit H2O und färbt sie anschließend für 2 min in Mayers Hämalaun-Lösung 
(Tab. 2.4). Anschließend wäscht man für 1 min in H2O und bläut für 5 min in Natrium-
hydrogencarbonat-Lösung (025 %) nach. Es folgt ein weiterer Waschschritt in H2O (1 min) 
bevor die Schnitte in einer Eosin-Lösung gegengefärbt (45 s) und erneut gewaschen 
(1 min) werden. Zur Dehydrierung durchlaufen die Gewebeschnitte eine aufsteigende Al-
koholreihe (70 % - 96 % - 100 % Ethanol je 2x 1 min) und werden zur Konservierung für 
1 min in Xylol inkubiert. Anschließend versetzt man die Schnitte mit einem Tropfen     
Vitroclud®-Eindeckelmedium (Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) und deckt sie 
möglichst luftblasenfrei mit einem Deckgläschen ab. 
 
2.12.4 LacZ-Färbungen an murinen Geweben  
Sfrp1-Knockout Mäuse, die für diese Studien verwendet wurden, trugen eine LacZ-
Genexpressionseinheit, deren Enzymaktivität in fixierten Geweben und in Gefrierschnitten 
von Organen oder Embryonen durch Blaufärbung der exprimierenden Zellen analysiert 
werden konnte. Diese Untersuchungen dienen der Feststellung der Expressionscharakteris-
tika (Expressionsstärke und Lokalisation) von Sfrp1 in verschiedenen Geweben des unter-
suchten Mausstammes. Das Aktivitätsoptimum der durch das LacZ Gen kodierten β-
Galaktosidase liegt bei einem pH-Wert von 4, somit kommt es nur nach langen Inkubati-
onszeiten zur Detektion endogener β-Galaktosidase. Die entnommenen Organe werden auf 
Eis in 1x PBS-Puffer gelagert, anschließend für 30 min bei 4 °C in 4 % PFA – NP40 fixiert 
(Tab. 2.4), 3x 5 min in kaltem PBS – NP40 gewaschen und über Nacht im Dunkeln bei 
30 °C in β-Galaktosidasepuffer auf dem Wipptisch inkubiert. In den Lösungen enthaltenes 
Natrium-Deoxycholat und NP40 führen zu einer stärkeren Penetration der Organe und er-
möglichen so auch bei dickeren Gewebepräparaten eine einheitliche Färbung der inneren 
Bereiche. Nach der Inkubation werden die Organe für 3x 5 min in 1x PBS-Puffer gewa-
schen. Ergebnisse der Färbungen werden fotografisch mittels Digitalkamera und Stereo-
mikroskop dokumentiert.  
 
2.12.5 Immunhistochemie (IHC) an Paraffin eingebetteten Ge-
webeschnitten 
Mittels IHC ist es möglich, Proteine anhand spezifischer Antikörperbindungen zu detektie-
ren und somit Aussagen über deren Lokalisation und Expression in Geweben zu treffen. 
Innerhalb dieses Projektes wurden verschiedene Proteine sowohl auf 2-3 µm dicken Paraf-
finschnitten verschiedener Gewebetypen als auch auf FFPE Tissue Micorarrays (Kap. 
2.1.1) immunhistochemisch angefärbt. Die IHC wurde mit dem Dako Envision Kit 
(K4068), den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Dabei beruht die Detektion 
der Proteine auf einer enzymatischen Reaktion, bei der ein Substrat (Diaminobenzidin 
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(DAB), Dako) mittels Peroxidase-Reaktion umgesetzt wird und sich als braunes Präzipitat 
auf den entsprechenden Geweberegionen anreichert. Bevor man mit der eigentlichen Fär-
bung beginnt, werden die Gewebeschnitte zunächst vorbehandelt, um Überreste von Paraf-
fin zu entfernen und die entsprechenden Antigen-Epitope zu demaskieren. Die verwende-
ten FFPE Tissue Micorarrays werden hierzu für 20 min bei 75 °C inkubiert. Nach Abküh-
len auf Raumtemperatur erfolgt eine Deparaffinierung der Schnitte für 3x 5 min in Xylol. 
Dieses wird in einer absteigenden Alkoholreihe (Tab. 2.20) entfernt und die Schnitte wer-
den rehydriert. Zur Demaskierung der Antigen-Epitope werden die Schnitte in Zitratpuffer 
(pH 6) für 20 min in einem Mikrowellegerät wärmebehandelt (200 W), anschließend ca. 
20 min abgekühlt und 5 min in Waschpuffer (Dako) äquilibriert. Die Objektträger werden 
in Chamber-Slides eingespannt und mit 100 µl Peroxidaseblock Lösung für 5 min behan-
delt, um intrazelluläre Peroxidase-Aktivitäten zu hemmen. Es folgt eine Inkubation mit 
100 µl des Primärantikörpers, verdünnt in Antikörper Diluent (Dako) über Nacht bei 4 °C 
(Antikörperverdünnung für FOXM1: 200 µg/ml, 1:30; GLI1: 200 µg/ml, 1:50; SHH: 
160 µg/ml; 1:200). Die Schnitte werden anschließend 30 min in Waschpuffer gewaschen 
und für weitere 30 min mit dem Sekundärantikörper (EnVision: Ziege Anti 
Maus/Kaninchen-Ig HRP-konjugiert) inkubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen 
werden 100 µl Substrat (1:50) Chromogen DAB (Diaminobenzidin, Dako) zugegeben. 
Dieses Substrat wird in der nachfolgenden Reaktion durch die mit dem sekundären Anti-
körper gekoppelte horseradish peroxidase (HRP) umgesetzt. Der entstehende bräunliche 
Niederschlag lagert sich im Gewebe ab und signalisiert die Lokalisation des Zielproteins. 
Abschließend wird mit H2O gewaschen und mit Mayers Hämalaun für 5 min gegengefärbt. 
Das Bläuen der Schnitte erfolgt durch 10 min Waschen im handwarmen Leitungswasser. 
Die Schnitte werden in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und im Anschluss dar-
an mit Vitroclud® Eindeckelmedium zur weiteren Haltbarkeit eingedeckelt. Die Auswer-
tung der immunhistochemischen Ergebnisse erfolgt lichtmikroskopisch. 
 
Aufsteigende Alkoholreihe   Absteigende Alkoholreihe  
Ve-Wasser 1x 1 min  Xylol 100 % 3x 5 min 
Ethanol 70 % 1x 1 min  Ethanol 100 % 2x 1 min 
Ethanol 96 % 1x 1 min  Ethanol 96 % 2x 1 min 
Ethanol 100 % 1x 1 min  Ethanol 70 % 1x 1 min 
Xylol 100 % 3x 5 min  Ve-Wasser 1x 1 min 
Tab. 2.20: Aufsteigende und absteigende Alkoholreihe für IHC 
 
2.12.6 Isolation von Gesamtprotein aus humanen Zelllinien 
Zur Isolation von Gesamtprotein aus humanen Zelllinien wird eine Ausgangspopulation 
von 100 000-2 000 000 Zellen benötigt. Man versetzt diese mit 300 bis 500 µl Protein-
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Lysepuffer (Tab. 2.4). Abhängig von der Zellkonzentration bildet sich ein stark zähflüssi-
ges Lysat. Dieses wird in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und solange sonifiziert, bis 
es sich in flüssigem Zustand befindet (2x 15 s bis maximal 4x 15 s, bei 35 % und Cycle 9). 
Um eine Denaturierung der Proteine während dieses Vorganges zu vermeiden, sollten die 
Proben auf Eis gekühlt werden. Die Proteinlysate werden anschließend bei 4 °C für 20-
30 min (13 000 min-1) abzentrifugiert. Der Überstand wird in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Die fertigen Lysate werden bei -80 °C gelagert. Zur Linearisierung der Protein-
strukturen werden die Lysate vor dem Beladen der Polyacrylamidgele (Kap. 2.12.9) für 
5 min bei 95 °C aufgekocht und anschließend auf Eis gelagert. 
 
2.12.7 Isolation von Gesamtprotein aus humanen und murinen 
Geweben 
Zur Isolation von Gesamtprotein aus humanen bzw. murinen kryokonservierten Geweben 
werden zunächst 10x 100 µm Schnitte (ca. 100-300 mg) der entsprechenden Gewebepro-
ben angefertigt (Kap. 2.12.1). Diese werden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 
mit 300 bis 500 µl Protein-Lysepuffer (Tab. 2.4) versetzt. Es entsteht ein stark zähflüssiges 
Lysat, welches zunächst nach der beschriebenen Vorgehensweise für die Extraktion von 
Proteinen (Kap. 2.12.6) weiterverarbeitet wird. Nach dem Abzentrifugieren der Lysate 
sammeln sich im oberen Teil der Proben häufig Fettbestandteile der Gewebe und im unte-
ren Teil der Reaktionsgefäße weitere Überreste von Gewebebestandteilen. Man versucht 
den sich in der Mitte des Lysates befindlichen Anteil der Probe vorsichtig mit einer feinen 
Kanüle abzuziehen und in ein neues Reaktionsgefäß zu überführen. Die fertigen Lysate 
können bei -80 °C gelagert werden und werden vor dem Beladen der Polyacrylamidgele 
für 5 min bei 95 °C aufgekocht. 
 
2.12.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die eindimensionale SDS-PAGE nach Lämmli (1970) nutzt eine Polyacrylamid (PAA) 
Gelmatrix, um Proteine ihrer Größe entsprechend aufzutrennen. Diese Variante einer Gel-
elektrophorese zeichnet sich durch ein diskontinuierliches Gelsystem aus, mit dem eine 
wesentlich höhere Auflösung anderen Systemen gegenüber erreicht werden kann. Zur Auf-
trennung werden die Proteinproben hitzedenaturiert (95 °C), reduziert (Thiolverbindungen) 
und mit SDS (Natriumdodecylsulfat) beladen. SDS ist ein anionisches Detergenz, welches 
die Eigenladung von Proteinen effektiv überdeckt. So entstehen Micellen, die sich durch 
konstant negative Ladung pro Masseneinheit auszeichnen. Nach Anlegen eines elektri-
schen Feldes wandern alle Proteine in Richtung der Anode. Dabei hängt die Wanderungs-
geschwindigkeit der einzelnen Proteine von ihrem Ladungs-Massenverhältnis ab. Es 
kommt zu einer Größenauftrennung der jeweiligen Proteine. Je nach Größe des zu detek-
tierenden Proteins werden unterschiedlich konzentrierte Bis-Tris Gele (NuPAGE® Novex 
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Bis-Tris Gel, NP0335; Invitrogen) verwendet. Diese werden in die Gelkammer (XCell Su-
reLock™ Mini-Cell; Invitrogen) eingespannt und mit Laufpuffer (Tab. 2.4) überschichtet. 
Die zuvor kurz aufgekochten Proteinlysate (Kap. 2.12.6 und 2.12.7) werden in die Taschen 
des Gels aufgetragen. Als Größenstandard werden je 10 µl Prestained Protein Marker 
(New England Biolabs) eingesetzt.  
Nach dem Auftragen der Proben erfolgt die Elektrophorese bei 200 V für 50 min. Inner-
halb dieser Arbeit wurden je nach bearbeiteter Fragestellung zwischen 10 und 20 µg Ge-
samtproteinlysat eingesetzt. Tab. 2.21 zeigt die unterschiedlichen Gelelektrophoresebedin-
gungen der verschiedenen Antikörper.  
 
 
Antikörper Gelkonzentrat ion Laufpuffer Laufbedingungen 
FOXM1 (C-20) 
sc-502  
Bis-Tris Gel 4-12 % 1 200 V für 50 min 
FRP-1 (H-90) 
sc-13939  
Bis-Tris Gel 4-12 % 2 200 V für 50 min 
Tab. 2.21: Gelelekrophoresebedingungen der verwendeten Antikörper 
 
2.12.9 Transfer von Proteinen (Westernblot) 
Der Westernblot ist ein Proteinnachweis, bei dem die mittels SDS-Gelelektrophorese zuvor 
aufgetrennten Proteine über einen Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran transfe-
riert und immobilisiert werden. Der typische Aufbau für den Elektrotransfer ist in Abb. 2.8 
dargestellt. Transferiert wurde für 1 h bei 70 V und 350 mA. 
 
 
 
Abb. 2.8: Aufbau einer Westernblot-Apparatur für den Elektrotransfer von SDS-PAA-Gelen 
Kunststoffschwämme, Blotting-Papier, PAA-Gel und Nitrozellulosemembran werden wie dargestellt luftbla-
senfrei übereinander gelagert. Die Proteine werden nach Anlegen einer Spannung (70 V, 350 mA) vom Gel 
auf die Nitrozellulosemembran transferiert. 
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Immunreaktion: 
Um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu vermeiden, wird die Nitrozellulose-
membran nach dem Elektrotransfer für 1 h bei Raumtemperatur in Blockier-Lösung (Tab. 
2.4) geschwenkt. Die Inkubation mit dem Primärantikörper (verdünnt in Blockierlösung) 
erfolgt entweder 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C. Anschließend wird die 
Nitrozellulosemembran für 3x 10 min gewaschen (Tab. 2.4). Nach dem Waschschritt wird 
die Nitrozellulosemembran für 45 min bei Raumtemperatur mit dem zweiten Antikörper 
inkubiert. Dieser ist HRP-konjugiert und kann mittels ECL (enhanced-chemi-
luminescence; Amersham Bioscience) nachgewiesen werden. Der zweite Antikörper wird 
in einer Verdünnung von 1:2 000 bzw. 1:10 000 (in Blockier-Lösung) eingesetzt. Nach 
drei weiteren Waschschritten von jeweils 10 min erfolgt die Detektion der Proteine nach 
Angaben des Herstellers. Durch unterschiedliche Expositionszeiten der Nitrozellulose-
membran auf einem Röntgenfilm (Cl-XPosure Röntgen-Film; Pierce, Rockford, USA) 
können die jeweiligen Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Tab. 2.22 zeigt die Inkuba-
tionsbedingungen der jeweiligen Antikörper.  
 
Primär-
antikörper 
Sekundär-
antikörper 
Antikörper-
verdünnungen 
Inkubations-
dauer 
Blockier-
lösung 
Wasch-
puffer 
 
FOXM1 (C-20) 
sc-502  
 
P0448, HRP, 
Dako 
 
1. Ak. 1: 1 000 4 °C ü.N. 
1 h Rt 1* 1* 2. Ak. 1: 2 000 
 
 
FRP-1 (H-90) 
sc-13939 
 
P0448, HRP, 
Dako 
 
1. Ak 1: 1 500 1 h Rt 
1 h Rt 2* 2* 2. Ak. 1: 10 000 
 
Tab. 2.22: Inkubationsbedingungen der verwendeten Antikörper . * siehe Kap. 2.7.1 und 2.7.2 
 
2.12.10 PonceauS-Färbung 
Zur Überprüfung des Proteintransfers auf die Nitrozellulosemembran setzt man eine Pon-
ceauS-Färbung ein. Der Farbstoff PonceauS geht eine reversible Bindung mit den positiv 
geladenen Aminogruppen der Proteine ein und erzeugt so rötlich gefärbte Proteinbanden 
auf der Membran. Diese wird dazu für 15 min bei Raumtemperatur in PonceauS-Lösung 
(Tab. 2.4) inkubiert. Anschließend wird in einem Waschschritt (H2O) die Hintergrundfär-
bung reduziert, so dass die Proteinbanden deutlich zu erkennen sind. Durch den Waschpro-
zess und einer anschließenden Inkubation der Membran in Blockier-Lösung verflüchtigen 
sich die Banden wieder und die Membran kann wie gewohnt weiterverwendet werden. 
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2.13 Zellbiologische Methoden 
2.13.1 Anzucht und Kultivierung von humanen Zelllinien 
Die Kultivierung der verwendeten humanen Zelllinien erfolgte in Form von Monolayer-
Kulturen in Zellkulturflaschen (250 ml; 75 cm²) bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuch-
tigkeit. Die Zusammensetzung der jeweiligen Medien ist Kapitel 2.6 zu entnehmen. Alle 
zellbiologischen Anwendungen werden unter sterilen Bedingungen durchgeführt (Rein-
raumWerkbank mit vertikaler Strömung). Zur Vermehrung werden die Zellen bei einer 
Konfluenz der adhärenten Zellen von ca. 70-90 % trypsiniert. Das Kulturmedium wird 
dazu mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt. Um bestehende FKS Reste sowie Zell-
trümmer abgestorbener Zellen zu entfernen, werden die Zellen mit PBS (37 °C) gewa-
schen. Anschließend erfolgt eine 5 min Inkubation der Zellen mit Trypsin-Lösung (Tab. 
2.4). Dabei lösen sich die Zellen vom Boden der Kulturflaschen ab (Abb. 2.9). Die voll-
ständige Ablösung der Zellen kann lichtmikroskopisch beobachtet werden. Durch Zugabe 
frischen Kulturmediums (37 °C; FKS-haltig) stoppt man die Trypsin-Reaktion. Nach Be-
stimmung der Zellzahl pelletiert man die Zellsuspension (1.200 min-1; 10 min), nimmt die 
Zellsedimente in frischem Medium auf und sät die Zellen erneut aus. Zur Isolation von 
Nukleinsäuren aus Zellmaterial werden die Zellen bei einer maximalen Konfluenz von 
70 % geerntet und pelletiert (1.200 min-1; 10 min). Proliferationshemmende Effekte durch 
in vitro Kulturbedingungen können so ausgeschlossen werden. Die fertigen Pellets können 
bis zu einer Woche bei -20 °C gelagert werden. 
 
A  20-30% B  50-60% C  90-100% Trypsin
 
Abb. 2.9: Zellen in unterschiedlichen Konfluenzstadien und nach Behandlung mit Trypsin 
In A, B und C sind Zellen in Stadien von 20-30 % (A), 50-60 % (B) und 90-100 % Konfluenz gezeigt. D 
zeigt eine Zellpopulation unter Behandlung mit Trypsin-Lösung (2 min). Die ersten Zellen lösen sich ab und 
sind als helle, kugelige Gebilde zu erkennen.  
 
2.13.2 Auftauen von humanen Zelllinien 
Man befüllt Zellkulturflaschen (60 ml; 25 cm²) mit entsprechendem Kulturmedium und 
stellt sie in einen 37 °C Brutschrank. Die Kryoröhrchen mit den aufzutauenden Zellen 
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werden aus dem flüssigen Stickstoff entnommen. Man lässt den Druck entweichen und 
inkubiert sie in einem 37 °C Wasserbad, bis die Zellen zu 90 % aufgetaut sind. Anschlie-
ßend desinfiziert man die Kryoröhrchen und gießt den Inhalt vorsichtig in die mit Medium 
befüllten Zellkulturflaschen. Die Flaschen werden über Nacht bei 37 °C, 5 % CO2 und 
95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert und am nachfolgenden Tag erfolgt ein Mediumwechsel.  
2.13.3 Einfrieren von humanen Zelllinien 
Das Einfrieren von Zelllinien dient der Bevorratung und Sicherung der Ursprungskulturen. 
Die Zelllinien werden dazu in eine flüssige Stickstoffphase eingelagert. Um die Zellen 
während dieses Vorgangs zu schützen, sollte man darauf achten, dass ein Abkühlen der 
Zellen nicht schneller als 1 °C/min erfolgt. Zusätzlich sollte ein spezielles Einfriermedium 
zur Vermeidung von Kristallstrukturen genutzt werden und ein schnelles Auftauen der 
Zellen bei 37 °C (Kap. 2.13.2) gewährleistet sein. Das Einfriermedium setzt sich aus den 
folgenden Komponenten zusammen.  
 
 
Komponente Anteil  in % 
Basismedium (Tab. 2.5) 70 % 
Fötales Kälberserum 20 % 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 10 % 
Tab. 2.23: Komponenten Einfriermedium 
 
Adhärente Zellen können nach der Trypsinierung (Kap. 2.13.1) direkt zur Gefrierkonser-
vierung verwendet werden. Dazu bestimmt man zunächst die Zellzahl aus der trypsinierten 
Zellsuspension (Kap. 2.13.4). Die Zellsuspension wird dazu in ein Zentrifugenröhrchen 
überführt und für 2 min mit 1.200 min-1 bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Anschließend 
wird der Überstand abgesaugt und man resuspendiert das Zellsediment in einem entspre-
chenden Volumen kalten Einfriermediums (1x 106-1x 107 Zellen pro ml). Man öffnet die 
Kryoröhrchen im Ständer unter der Sterilwerkbank und überführt mit einer 10 ml Pipette 
jeweils 1 ml der Zellsuspension in die Röhrchen. Alle Röhrchen werden vollständig zuge-
dreht und in ein mit Alkohol befülltes Kryo-Einfriergerät aus Polycarbonat (Typ “Mr. 
Frosty“; z.B. von Hartenstein Laborbedarf) überführt. Dieses wird über Nacht bei -80 °C 
gelagert, um ein schonendes Abkühlen der Zellen auf die gewünschte Lagertemperatur zu 
erreichen. Anschließend kann man die Kryovials für mehrere Jahre in eine flüssige Stick-
stoffphase einlagern. Ein regelmäßiges Testauftauen der Proben dient der Qualitätsüberwa-
chung dieser Lagerung. 
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2.13.4 Elektronisches Ausmessen von Zellzahlen (Casy1) 
Die Elektronische Partikelmessung ist ein Verfahren zum Ausmessen von Zellzahlen: Die 
Methode beruht darauf, dass Zellen in einem elektrischen Feld als Isolatoren wirken und 
somit eine Widerstandsänderung hervorrufen. Dabei entspricht die Höhe der Widerstands-
änderung der Größe der Zellen. Zu dieser Auszählungsmethode werden die Zellen in einer 
isotonen Elektrolytlösung (Casyton; Kap. 2.4.1) resuspendiert. Eine Messkapillare, in de-
ren Inneren sich eine Platinelektrode befindet, wird in die Zellsuspension eingetaucht. Mit-
tels einer weiteren Messkapillare wird ein elektrisches Feld erzeugt.  
Über eine Messpore definierter Größe, die sich innerhalb der Kapillare befindet, wird ein 
exaktes Volumen der Zellsuspension aufgesaugt. Jedes Partikel, das die Pore durchwan-
dert, verändert den elektrischen Widerstand der Kapillare. Die Widerstandsänderungen 
werden elektronisch erfasst. Vitale Zellen werden im elektrischen Feld in Realgröße darge-
stellt, da ihre Zellmembran intakt ist und somit als Isolator wirkt. Tote oder absterbende 
Zellen zeichnen sich häufig durch eine poröse Membran aus. Bei diesen Zellen kann ledig-
lich die intakte Kernmembran als Isolator wirken und sie werden im elektrischen Feld in 
Form ihrer Kerngröße dargestellt. Abb. 2.10 zeigt ein typisches Messprofil einer elektroni-
schen Partikelmessung mit dem Zellzähler Casy1. 
 
 
Abb. 2.10: Typische Messprofil einer elektronischen Zellzahlbestimmung mittels Casy1 
Absterbende und tote Zellen werden im elektrischen Feld in Form ihrer Kerngröße dargestellt. Vitale Zellen 
werden im elektrischen Feld in Form ihrer reellen Größe erfasst.  
 
2.13.5 Transfektion von humanen Zelllinien mit RNA-
Interferenz (RNAi)-Oligonukleotiden 
Die RNAi ist ein Mechanismus zur Stilllegung von Genen ausgelöst durch dsRNA. Durch 
die Übertragung oder Expression so genannter „small interfering RNA“ (siRNA)-Moleküle 
ist eine gezielte Inaktivierung von Genen in Säugerzellen möglich (Mittal, 2004). Die hu-
manen Adenokarzinom Zelllinien MCF7 und MDA-MB231 werden dazu in einer Dichte 
von 2–8x 104 in 0,5 ml FKS-haltigem Kulturmedium ausgesät (24-Loch-Mikrotiterplatten) 
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und bis zu einer Konfluenz von 50-70 % herangezüchtet. Am Tag der Transfektion ver-
dünnt man 37,5 ng der jeweiligen siRNA in 100 µl Kulturmedium (ohne FKS), um eine 
finale siRNA Konzentration von 5 nM zu erreichen. 3 µl HiPerFect Transfektionsreagenz 
werden zur verdünnten siRNA gegeben und die Lösung wird durch kurzes Vortexen ge-
mischt. In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche FOXM1 siRNAs in Kombination 
eingesetzt (Kap. 2.9.6), um eine stabile Stilllegung der FOXM1 Expression zu erreichen. 
Um die Ausbildung der Transfektionskomplexe zu fördern, inkubiert man das Gemisch für 
5-10 min bei Raumtemperatur und pipettiert es anschließend tröpfchenweise zu den Zellen. 
Durch kurzes Schwenken der 24-Loch-Mikrotiterplatten erreicht man eine gleichmäßige 
Verteilung der Transfektionslösung. Die Zellen werden anschließend unter normalen Kul-
turbedingungen (Kap. 2.13.1) weiter kultiviert. In unterschiedlichen Zeitabständen nach 
Transfektion (22-144 h) misst man die Effizienz der Stilllegung mittels Realtime RT-PCR 
(Kap. 2.11.10) und Westernblot-Analysen (Kap. 2.12.9). Medien und Zusätze werden alle 
2-3 Tage erneuert. Kommt es zu einer zu hohen Dichte der Zellen in den 24-Loch-
Mikrotiterplatten, werden diese trypsiniert und unter gleichen Bedingungen und Zusatz der 
siRNAs erneut ausgesät.  
 
2.13.6 Zellproliferations- und Vitalitäts-Test 
Zusätzlich zum XTT-Assay wurde ein Zellproliferations-Vitalitätstest mittels Trypanblau 
durchgeführt. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der die defekte Zellmembran toter Zellen 
durchdringt und als Anion an zytosolische Proteine bindet. Dazu werden die Zellen in 6-
Loch-Mikrotiterplatten ausgesät und mit entsprechenden Mengen an siRNA behandelt 
(Kap. 2.13.5). In 24 h Abständen nach Transfektion zählt man die Anzahlen vitaler und 
toter Zellen mittels Neubauerkammer aus. Dazu versetzt man 500 µl resuspendierte Zell-
suspension mit 1 ml Trypanblau (0,4 %; 37 °C). Das Mischungsverhältnis beträgt 1:2. 
Nach ca. 1 min färben sich die toten Zellen blau an. Mit einer Pipette nimmt man einen 
Teil der Zellsuspension auf und bestückt damit die Zählkammer. Kapillarkräfte saugen die 
Suspension in den Raum zwischen Deckglas und Kammer. Man wartet 10 s, damit sich die 
Zellen absetzen können und beginnt anschließend mit der Auszählung der 4 Zählquadrate 
unter dem Mikroskop (Abb. 2.11). Zur Berechnung der Zellzahl/ml multipliziert man die 
durchschnittliche Zellzahl der Zählquadrate mit dem Verdünnungsfaktor und dem Kam-
merfaktor (= 104). Das Ergebnis aus dieser Berechnung multipliziert man anschließend mit 
dem Gesamtvolumen der Zellsuspension und erhält so die absolute Zellzahl. Diese Aus-
zählung wird sowohl für die toten (blauen) Zellen als auch für die lebenden (farblosen) 
Zellen durchgeführt. Tote und lebende Zellen können anschließend ins Verhältnis zueinan-
der gesetzt werden.  
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Zellverdünnung, so dass 10-100
vitale Zellen pro Quadrat
Deckglas
Aufsicht
Querschnitt
Zählquadrate (4)
Einzelnes Zählquadrat
1 2
3 4
4
 
Abb. 2.11: Typischer Aufbau einer Neubauerkammer 
 
2.13.7 Zellproliferations-(XTT)-Assay 
Zur Analyse der Zellproliferation wurde das Cell Proliferation Kit II (XTT; Roche Di-
agnostics, Mannheim) verwendet. Dieser Assay basiert auf der von mitochondrialen De-
hydrogenasen katalytischen Reduktion des Tetrazolium Derivates XTT in metabolisch-
aktiven Zellen. Durch diese Reduktion entsteht Formazan-Salz, welches eine deutlich hö-
here Löslichkeit in Wasser besitzt und zu einer gelblichen Anfärbung der Lösungen führt. 
Das Absorptionsspektrum dieser Flüssigkeit liegt zwischen λ = 450 und λ = 500 nm. Je 
höher die Anzahl metabolisch-aktiver Zellen, desto mehr Formazan-Salz bildet sich und 
färbt die Flüssigkeit an. Die Quantifizierung dieser Reaktion erfolgt mittels eines ELISA-
Readers. Es werden ca. 1 000 siRNA transfizierte Zellen pro Kavität einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte ausgesät. Eine erneute Transfektion mit siRNAs (Kap. 2.13.5) erfolgt alle 
48 h. Dabei werden alle Mengenverhältnisse für das Volumen einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte entsprechend angepasst. Die Zellen werden in vier Platten in einem Volu-
men von je 100 µl DMEM-Medium in 6-fach Bestimmung ausgesät und für 24, 48, 72 und 
96 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Im Abstand von 24 h wird nun auf 
je einer Platte XTT-Reagenz zugegeben. Dazu wird das alte Medium zunächst abgesaugt 
und durch neues Medium ersetzt. Anschließend wird dem XTT-Reagenz ein Elektronen-
kopplungs-Reagenz (zur Aktivierung) in einem Verhältnis von 1:50 zugegeben. 50 µl die-
ser aktivierten XTT-Lösung werden auf jede Kavität pipettiert und es erfolgt eine Inkuba-
tion von 4 h (37 °C; CO2-Sättigung von 5 %; Luftfeuchtigkeit von 95 %). Abschließend 
erfolgt die Quantifizierung der Proben im ELISA-Reader bei λ = 450 nm für das gebildete 
Formazan und λ = 650 nm als Referenz unspezifischer Absorption gegen zwei mitgeführte 
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Leerwerte. Daraus berechnet man die spezifische Absorption einer Kavität nach folgender 
Formel: 
 
)A(A(AA 650(leer)490(leer)490(Probe)Probe   
 
AProbe:   Spezifische Absorption der Probe 
A490 (Probe):  Absorption der Probe bei der Wellenlänge λ = 490 nm 
A650 (Probe):  Absorption der Probe bei der Wellenlänge λ = 650 nm 
A490 (leer):  Absorption des Leerwertes bei der Wellenlänge λ = 490 nm 
A650 (leer):  Absorption des Leerwertes bei der Wellenlänge λ = 650 nm 
 
2.13.8 Adhäsionsassay 
Um die Adhäsionseffizienz der Zellen nach Behandlung mit FOXM1 spezifischen siRNAs 
zu charakterisieren, ist es zunächst nötig die in vivo Umgebung einer extrazellulären Mat-
rix möglichst genau nachzuahmen. Hierzu werden 6-Loch-Mikrotiterplatten mit Matri-
gelTM Basement Membrane Mix (BD Bioscience) beschichtet. Dieses entstammt einem 
Engelbrecht-Holm-Swarm (EHS) Sarkom der Maus, welches reich an extrazellulärem Mat-
rixprotein ist und die natürliche Basalmembran mit Komponenten wie Laminin und Colla-
gen IV simuliert. Das verwendete Matrigel enthält zudem Komponenten wie TGF-ß und 
andere Wachstumsfaktoren, die die Adhärenz der Zellen fördern. Die Gebrauchskonzentra-
tion des Matrigels zur Beschichtung der Platten beträgt 10 µg/µl (Paris et al., 2002). Nach 
einer Inkubation von 2 h bei Raumtemperatur werden je 5x 105 Zellen pro Kavität in einem 
Volumen von 2 ml serumfreien Medium in die mit Matrigel beschichteten Kavitäten aus-
gesät. Bei 37 °C lässt man die Zellen für 30 min in einem Brutschrank adhärieren und ent-
fernt nichtadhärente Zellen anschließend durch mehrmaliges, vorsichtiges Waschen mit 
serumfreiem Medium. Im Zuge dieser Experimente sind alle Pipettierschritte behutsam 
vom Rand der Kavitäten aus durchzuführen. Die Zellen werden in einem nächsten Schritt 
mit 70 % Ethanol fixiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgt 
die Färbung der adhärenten Zellen mit Kristallviolett (Kap. 2.4.2). Nach weiteren 20 min 
werden die Kavitäten vorsichtig mit H2O gewaschen und bei 37 °C über Nacht getrocknet. 
Abschließend löst man den Farbstoff der Platten mit 0,002 % Triton-X und Isopropanol. Je 
Kavität werden 200 µl des Überstandes in 3fach Bestimmung in eine 96-Loch-
Mikrotiterplatte überführt und in einem ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 
λ = 590 nm gegen mitgeführten Leerwerte gemessen.  
 
2.13.9 DNA Demethylierung mittels 5-Aza-2’-deoxycytidin 
(Aza) 
Mittels in vitro DNA-Demethylierung kann man den Einfluss der Promotormethylierung 
auf die Expression spezifischer Gene untersuchen. In dieser Arbeit wurden humane Zellli-
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nien mit Aza und Trichostatin A (TSA) behandelt. Durch den Einbau des Azanukleosidde-
rivates in genomische DNA kommt es während der Replikationsphase von Zellen zu einer 
sukzessiven globalen Demethylierung dieser DNA. Das Substrat Aza kann am C5-Atom 
nicht methyliert werden. Zusätzlich bindet Aza irreversibel an DNA Methyltransferasen 
(DNMT) und inaktiviert diese (Constantinides et al., 1977; Jones und Taylor, 1980). TSA 
ist ein Histondeacetylase-Inhibitor, der die Histon-Deacetylierung des Chromatins verhin-
dert. So bewirkt TSA eine Auflockerung der Chromatinstruktur und infolge dessen eine 
effiziente Transkription. Je 400 000 benigne und maligne Zellen werden in 6-Loch-
Mikrotiterplatten ausgesät. Nach 24 h (Tag 0) wird das Medium abgesaugt und durch Aza-
haltiges (Endkonzentration von 1 µM), frisches Medium ersetzt. So verfährt man ebenfalls 
an den nachfolgenden 2 Tagen. Nach 48 h versetzt man das Medium zusätzlich mit TSA 
(Endkonzentration von 300 nM). Im Kontrollansatz werden die Zellen methodengleich 
behandelt und die Reagenzien Aza und TSA durch PBS ersetzt. 72 h nach Beginn der Be-
handlung werden die Zellen geerntet und zur Nukleinsäureextraktionen bzw. Proteinisola-
tion (Kap. 2.11.1, 2.11.3 und 2.12.6) aufbereitet.  
 
2.14 Experimentelles Arbeiten mit Mauslinien 
Heterozygote Sfrp1-Knockout Mäuse für diese Studien wurden freundlicherweise von Dr. 
Jeffrey S. Rubin (Laboratory of Cellular and Molecular Biology, Center for Cancer Rese-
arch, National Cancer Institute, Maryland, USA) zur Verfügung gestellt. 
 
2.14.1 Maushaltung 
Verwendete Sfrp1-Knockout Mäuse wurden im Institut für Versuchstierkunde sowie Zent-
rallaboratorium für Versuchstiere (Leitung: Univ.-Prof. Dr. med. Renè H. Tolba, UK Aa-
chen) gemäß tierschutzrechtlichen Vorraussetzungen für tierexperimentelles Arbeiten 
(Tierschutzgesetz; Stand 1998) unter spezifiziert pathogenfreien (SPF)-Zuchtbedingungen 
gehalten. Verwendet wurden Mäuse unterschiedlicher Altersstufen des Inzuchtstammes 
C57 BL/6J. Um einen konstanten Biorhythmus der Tiere zu gewährleisten, verfügen ent-
sprechende Tierhaltungsräume über eine konstante Klimatisierung (Temperatur von 
22 ± 2 °C), eine relative Luftfeuchtigkeit von ca. 55 ± 5 % und Belichtungszeiten von 
07:00 bis 19:00 Uhr MEZ. Die Haltung der Tiere erfolgt in durchsichtigen Polycarbonatkä-
figen (Makrolon Typ II oder Typ III) auf staubfreiem Weichholzgranulat. Autoklaviertes, 
pelletiertes Futter und steriles Leitungswasser werden „ad libidum" zur Verfügung gestellt. 
Die Tiere werden hinter Infektionsbarrieren gehalten und monatlich auf das Freisein von 
Erregern entsprechend der Liste GV-SOLAS 1995 kontrolliert. Die Erfassung der Maus-
zucht und -haltung sowie die Registrierung der Tierexperimente und Aufträge erfolgten 
über ein spezielles Datenbanksystem (TierBase). 
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2.14.2 Embryotransfer zur Sanierung des Hygienestatus 
Um den Hygienestatus einer Zucht zu erhalten und Kontaminationen mit Krankheitserre-
gern zu vermeiden, ist es möglich eine SPF-Zucht zu generieren. Zur Etablierung einer 
SPF-Zucht der Sfrp1-Knockout Mauskolonie wurde die Technik des Embryotransfers ge-
wählt. Anhand dieser Methode ist es möglich, Mäuse aus unhygienischen Tierhaltungsbe-
dingungen in einen SPF-Tierhaltungsbereich zu überführen. Blastocysten des kontaminier-
ten Stammes werden dazu unter sterilen Bedingungen in den reproduktiven Trakt einer 
scheinträchtigen Amme implantiert. Für den Transfer werden Ammen am Tag 2,5 post 
coitum verwendet. In den Uterus dieser Tiere wird ein Loch gestochen und 10 bis 15 
Blastocysten werden mit Hilfe einer Transferkapillare überführt (Hogan et al., 1994). Die 
Embryonen wachsen in der Amme heran und werden nach ca. 16 Tagen geboren. 
 
2.14.3 Kryokonservierung und (Embryobanking) 
Ihrem hohen wissenschaftlichen Wert entsprechend müssen genetisch manipulierte Maus-
linien vor Verlust geschützt werden. Um entsprechende Linien zu erhalten, gleichzeitig 
jedoch die Haltungskosten (Zucht etc.) für die Tiere zu reduzieren bietet sich das Verfah-
ren der Kryokonservierung an. Die Kryokonservierung dient der dauerhaften Lagerung 
genetisch manipulierter Mausvarianten. Ebenso kann sie dazu dienen, die Tiere im Falle 
von mikrobiologischen bzw. genetischen Kontaminationen auf adäquatem Hygieneniveau 
zu reetablieren. Embryonen der Sfrp1-Knockout Mauskolonie wurden dazu in flüssigem 
Stickstoff (- 196 °C) eingelagert. Die Einlagerung erfolgt zeitlich unbegrenzt. Zur Revitali-
sierung werden die Embryonen in scheinträchtige Ammen transferiert und durch diese 
ausgetragen. Je nach Genotyp werden zur ausreichenden Konservierung mindestens 300 
bis 500 Embryonen benötigt. Diese Zahlen schwanken jedoch je nach Mauslinie.  
 
2.14.4 Gezielte Verpaarung von Mäusen (Vaginalpropfkontrolle) 
Zur Überprüfung der Verpaarung und zur genauen zeitlichen Bestimmung des Schwanger-
schaftsbeginns werden weibliche Mäuse am Morgen nach der Verpaarung (etwa 7-9 h nach 
dem angenommenen Verpaarungszeitpunkt) mittels Vaginalpropfkontrolle untersucht. Mit 
einer abgerundeten Pasteurpipette wird die Vagina leicht geweitet, so dass auch tiefer lie-
gende Spermapfropfen sichtbar werden. Das Sperma bildet einen gelblich-weißen Pfropf 
im Ausgang der Vagina. 
 
2.14.5 Phänotypische Untersuchungen 
Um mögliche phänotypische Unterschiede zwischen homozygoten Sfrp1-Knockout Tieren 
und Wildtyp Tieren zu beobachten, werden die Mäuse in regelmäßigen Abständen vormit-
tags gewogen. Die Gewichtsbestimmung der Mäuse erfolgt in einem Pappbehälter, der auf 
eine Waage (Sartorius, Göttingen) gestellt wird. Die Waage wird zunächst tariert. Nach 
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dem Tarieren wird die Maus in den Pappbehälter gesetzt und gewogen. Des Weiteren wer-
den alle phänotypischen Auffälligkeiten der Versuchstiere protokolliert.  
 
2.14.6 Extraktion von Mausorganen und Embryonen 
Adulte Mäuse werden zur Organentnahme mittels Cervikaldislokation getötet und an-
schließend mittels handelsüblicher Enthaarungscreme (Veet, Mannheim) enthaart. Im An-
schluss daran werden Gewicht und Länge der Tiere bestimmt. Die Gewebeentnahme er-
folgt direkt nach Tötung. Entnommene Organe und Embryonen werden direkt weiterverar-
beitet bzw. zur längerfristigen Konservierung in Paraffin eingebettet (Kap. 2.1.1), bzw. zur 
RNA-, DNA- und Proteinextraktion kryokonserviert (Kap. 2.1.2). Gewebe für histologi-
sche Analysen werden in entsprechende Fixierlösungen überführt. 
 
Entnahme von Mausembryonen: 
Zur Entnahme von Mausembryonen verschiedener Altersstufen werden die Mäuse gezielt 
verpaart und einer Vaginalpfropfkontrolle unterzogen (Kap. 2.14.4). Der Tag nach Ausbil-
dung eines Vaginalpfropfes wird als Tag 1 der Trächtigkeit vorausgesetzt. Embryonen bis 
Tag 13 wurden für die jeweiligen Experimente entnommen. 
 
Entnahme von Brustgeweben und anderen Organen: 
Abb. 2.12 A, B zeigt die Lokalisation der Mausbrust. Pro Körperhälfte besitzen Mäuse 
jeweils fünf Mamillen, von denen zwei im posterioren und drei Mamillen im anterioren 
Bereich des Tieres lokalisiert sind. 
 
 
 
Abb. 2.12: Mausbrustgewebe: Lokalisation und äußeres Erscheinungsbild 
In A und B ist die Lokalisation der Mausbrustgewebe dargestellt. Mamillen 1, 2, 3, 6, 7 und 8 liegen im ante-
rioren Bereich des Tieres. Mamillen 4, 5, 9 und 10 liegen im posterioren Bereich des Tieres. C zeigt zwei 
Beispiele präparierter Mausmamillen (Nr. 4/5 bzw. 9/10).  
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Zur Entnahme des Brustgewebes erfolgt zunächst ein Hautschnitt in der Mittellinie von 
Becken bis Schnauze der enthaarten Maus. Die Haut wird zu beiden Seiten abpräpariert 
und fixiert. Das Brustgewebe liegt an der abpräparierten Haut an und wird mittels einer 
feinen Präparierschere vorsichtig abgelöst. Dabei arbeitet man sich von ventral nach dorsal 
vor. Das entnommene Brustgewebe wird gespreizt und von überschüssigem Fett- und 
Muskelgewebe befreit. Abb. 2.12 C zeigt zwei typische Beispiele extrahierter Mausmamil-
len (Nr.  4/5 bzw. 9/10). Nach Präparation des Brustgewebes wird die Bauchhöhle durch 
einen geraden Längsschnitt entlang der Linea-alba (Sehnenstrang, in dem die Bauchmus-
keln zusammenwachsen) eröffnet und die restlichen Organe werden entnommen.  
 
2.14.7 Gewinnung von Blutserum 
Unmittelbar nach dem Tod der Tiere werden Blutproben durch Herzpunktion entnommen. 
Das Blut wird 1 h in mit Lithium-Heparin oder EDTA beschichteten Gefäßen bei Raum-
temperatur inkubiert. Anschließend wird das Koaggulat durch Zentrifugation bei 
2.500 min-1 für 10 min vom Serum Überstand getrennt. Das Serum wird in ein neues Gefäß 
überführt und bei –80 °C gelagert.  
 
2.15 Statistische Auswertung 
2.15.1 SPSS (Version 14.0) 
Ergebnisse dieser Arbeit wurden mittels der Statistik-Software SPSS Version 14.0 (SPSS, 
Chicago, IL, USA) ausgewertet. Alle statistischen Auswertungen wurden zweiseitig 
durchgeführt. Statistische Signifikanz ist erreicht ab einem P-Wert < 0,05 und marginale 
Signifikanz definiert sich zwischen P ≥ 0,05 und P < 0,1. Expressionsvergleiche zwischen 
unabhängigen Gruppen werden mittels eines nicht-parametrischen Mann-Whitney U-Test 
ausgewertet (Mann und Whitney, 1947). Im Falle von mehr als zwei Stichproben wird der 
globale Kruskal-Wallis-Test verwendet (Kruskal und Wallis, 1952). Für verbundene Stich-
proben wird ein gepaarter Student t-Test angewandt (Breathnach, 1993). Bivariate Korrela-
tionsanalysen, die die Zusammenhänge zwischen molekularen und kliniko-pathologischen 
Parametern untersuchen, werden mittels Kreuztabellen sowie einem Fisher`s Exact Test 
(Fisher, 1922) und dem Chi-Quadrat-Test (Chernoff und Lehmann, 1954) durchgeführt. 
Univariate Überlebensanalysen von Patientinnen in Abhängigkeit von kliniko-
pathologischen und molekularen Parametern werden mittels Kaplan-Meier Analysen be-
rechnet (Kaplan und Meier, 1958). Signifikanzen dieser Funktion werden mit einem Log-
Rank-Test berechnet. Multivariate Cox Regressions-Analysen mittels Einschluss-Methode 
(Cox, 1986) bestimmen die Unabhängigkeit univariat signifikanter Faktoren von anderen 
Kovariaten auf das Überleben der Patientinnen, und definieren relative Risiken der betref-
fenden Parameter. 
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3 ERGEBNISSE 
 
 
3.1 Expression und klinische Relevanz von SHH im 
humanen Mammakarzinom 
SHH dient als Initiatormolekül der HH-Signalkaskade. Eine Deregulation der HH-
Signalkaskade und der Expression von SHH wurde bereits in unterschiedlichen humanen 
Tumorentitäten gezeigt (Bailey et al., 2009; Clement et al., 2007; Dahmane et al., 2001). 
Aktuelle Untersuchungen von Cui und Mitarbeitern zeigen eine verstärkte SHH Proteinex-
pression ebenfalls in einem Kollektiv aus 97 humanen Brusttumoren. Diese Überexpressi-
on ist mit den frühen klinischen Stadien der Erkrankung assoziiert. Des Weiteren weisen 
diese Ergebnisse erstmalig auf eine mögliche methylierungsabhängige SHH Proteinexpres-
sion innerhalb der humanen Brusttumorgenese (Cui et al., 2010).  
Ziel dieser Arbeit war es zunächst das Proteinexpressionsprofil für SHH in humanen Brust-
tumoren systematisch zu analysieren. Durch eine statistische Auswertung der Proteinex-
pressionsdaten mit verschiedenen kliniko-pathologischen Faktoren der untersuchten Tumo-
ren sollte zudem das Potential von SHH als neuer Biomarker innerhalb der humanen Brust-
tumorgenese näher klassifiziert werden. Trotz umfangreicher Studien zur SHH Proteinex-
pression in humanen Tumoren gibt es derzeit keine systematischen Analysen zur SHH 
mRNA Expression. Auch die transkriptionsregulatorischen Prozesse dieses Gens sind bis 
heute nur unzureichend erforscht. Dementsprechend sollte in einem weiteren Schritt die 
methylierungsabhängige Regulation der SHH mRNA Expression in einem Kollektiv aus 
benignen und malignen humanen Brustzelllinien erstmalig genauer analysiert werden. Er-
gebnisse aus diesen Studien sollten dazu beitragen, das SHH mRNA Expressionsprofil in 
humanen Brusttumorzellen zu charakterisieren und grundlegende Transkriptionssmecha-
nismen dieses Entwicklungsgens auch im Hinblick auf Prozesse der Tumorgenese zu er-
forschen.  
 
3.1.1 Gesteigerte SHH Proteinexpression in primären 
Mammakarzinomen 
Zunächst wurde die Proteinexpression von SHH in humanen Brusttumoren und entspre-
chenden Normalgeweben (n = 250;  Kap. 2.1.1) analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass 
SHH im Zytoplasma benigner und maligner Brustdrüsenepithelzellen exprimiert wird und 
in geringeren Mengen ebenfalls im Nukleus dieser Zellen zu beobachten ist (Abb. 3.1 A 
und B). Insgesamt zeigten 98 % (190/195) der analysierten Brusttumoren und 95 % (40/42) 
der analysierten Normalgewebe eine zytoplasmatische SHH Proteinexpression. Lediglich 
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in 36 % der benignen Gewebe konnte jedoch ein zytoplasmatischer IRS von > 6 detektiert 
werden, während in 52 % aller Tumoren der zytoplasmatische IRS > 6 war. Der mediane 
IRS im Zytoplasma benigner Brusttumoren betrug sechs im Vergleich zu einem medianen 
IRS von acht im Zytoplasma von Brusttumoren. In Abb. 3.1 ist die Proteinexpression von 
SHH in normalen Brustgeweben (A und B), in duktalen Karzinoma in situ (C und D) sowie 
in invasiven Mammakarzinomen dargestellt (E und F, duktaler Typ) dargestellt.  
 
A G
F
EC
DB H
 
Abb. 3.1: SHH Proteinexpression im humanen Mammakarzinom 
A und B zeigen einen charakteristischen Ausschnitt aus humanem Mammanormalgewebe mit mäßiger SHH 
Expression im Nukleus (medianer IRS = 4) und mittlerer SHH Expression im Zytoplasma (medianer 
IRS = 6). In hochdifferenzierten DCIS (C und D) und in invasiven Brustkarzinomen (E und F) ist die zy-
toplasmatische SHH Proteinexpression etwas stärker (medianer IRS = 8) als in normalen Brustgeweben, die 
nukleäre Expression von SHH ist jedoch schwächer (medianer IRS = 3). Als Negativkontrolle diente Gewebe 
eines DCIS (G und H), welches ohne Primärantikörper behandelt worden war. Vergrößerungen: A, C, E, G: 
x100; B, D, F, H: x400. 
 
3.1.2 Klinische Relevanz einer SHH Überexpression im huma-
nen Mammakarzinom 
Die Ergebnisse der TMA Protein Expressionsanalysen zeigten eine Überexpression von 
SHH im humanen Mammakarzinom. Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die beo-
bachtete SHH Überexpression von klinischer Relevanz für das humane Mammakarzinom 
ist. Für die hier beschriebenen statistischen Analysen wurde die zytoplasmatische Expres-
sion von SHH in Betracht gezogen, da SHH als Ligand des HH-Signalweges mit dem Zy-
tomembranrezeptor PTCH interagiert. Das vorhandene Tumorkollektiv wurde der zy-
toplasmatischen Expression nach, orientiert am Median der SHH Expression in Mamma-
tumoren, in zwei Gruppen dichotomisiert (1. Gewebe mit starker zytoplasmatischer SHH 
Expression, IRS > 3; 2. Gewebe mit schwacher zytoplasmatischer SHH Expression, 
IRS ≤ 3). Anschließend wurden Korrelationsanalysen mittels Kontingenz-Tabellen zwi-
schen SHH Expression und kliniko-pathologischen Parametern unter Anwendung des Fi-
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sher`s Exact Test durchgeführt (Tab. 3.1). Die erhöhte zytoplasmatische Expression von 
SHH in den analysierten Tumoren zeigte eine signifikante Korrelation zur Größe  
(P < 0,01) und zum histologischen Grad der analysierten Tumoren (P < 0,01). Des Weite-
ren wurde ein signifikanter Trend zwischen der SHH Expression im Zytoplasma und dem 
histologischen Typ der Tumoren (P = 0,021) sowie einer Überexpression des HER2-
Rezeptors, der mittels IHC analysiert wurde, festgestellt (Dako Score 3+; P = 0,049). Es 
konnten keine weiteren Assoziationen zwischen der Expression von SHH und dem 
Lymphknotenbefall, der Fokalität sowie dem Östrogenrezeptorstatus und dem Progesteron-
rezeptorstatus der analysierten Gewebe (P = 0,702) festgestellt werden.  
 
Variable  SHH IRS Zytoplasma a  0-3 vs 4-12  
  nb  negat iv pos i t iv P -Wert c  
Kliniko-pathologische Parameter: 
Tumorgrößed     
 pT1 62 19 43 
<0,001  pT2 
92 21 71 
 pT3 13 1 12 
 pT4 27 3 24 
Nodalstatusd     
 pN0 84 23 61 0,942 
 pN1-3 104 20 84 
Histologischer Gradd     
 G1 22 12 10 
<0,001  G2 90 19 71 
 G3 82 10 72 
Multifokalität     
 unifokaler Tumor 170 35 135 0,968 
 multifokaler Tumor 25 6 19 
Histologischer Typ     
 duktal 159 39 120 
0,021  lobulär 15 1 14 
 andere 19 1 18 
Östrogenrezeptor-Status     
 negativ 103 22 81 0,931 
 positiv 53 11 42 
Progesteronrezeptor-Status     
 negativ 113 18 95 0,325 
 positiv 54 12 42 
HER2-Status (IHC)     
 negativ (0-2+) 140 27 113 0,049 
 positiv (3+) 30 4 26 
aSHH zytoplasmatische Immunreaktivität: negativ = IRS 0-3, positiv = IRS 4-12. bWeibliche Patientinnen mit primä-
rem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. cFisher`s Exact Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift darge-
stellt (P < 0,05). dUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 2002. IHC, Immunhistochemie. 
Tab. 3.1: Kliniko-pathologische und immunhistochemische Parameter in Korrelation zur zytoplasmati-
schen Immunreaktivität von SHH 
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Im Anschluss an diese Analyse wurde ein möglicher Zusammenhang zwischen einer zy-
toplasmatischen Überexpression von SHH und verkürzten Überlebenszeiten der Patientin-
nen analysiert. Unter Anwendung der Kaplan-Meier Funktion (Kaplan und Meier, 1958) 
wurden die SHH Proteinexpression sowie alle anderen bekannten kliniko-pathologischen 
Parameter auf eine Korrelation zu veränderten rezidivfreien Überlebens- und Gesamtüber-
lebenszeiten der Patienten analysiert (Tab. 3.2). Die Parameter Tumorgröße, Nodalstatus, 
histologischer Grad, Östrogenrezeptorstatus, Progesteronrezeptorstatus und HER2-
Rezeptorstatus waren signifikant mit dem Gesamtüberleben (GÜ) und rezidivfreien Über-
leben (RFÜ) der Patientinnen assoziiert. Somit zeigte das verwendete Kollektiv eine reprä-
sentative Charakteristik an Mammakarzinom-Patientinnen. 
 
Variable  GÜ RFÜ 
  n a  Ereignisse P -Wert b  n a  Ereignisse P -Wert b  
Kliniko-pathologische Parameter: 
Tumorgrößec       
 pT0-1 63 10 <0,001 61 14 <0,001 
 pT2-4 132 54 127 63 
Nodalstatusc       
 pN0 84 13 <0,001 83 14 <0,001 
 pN1-3 104 54 101 58 
Histologischer Gradc       
 G1-2 112 27 <0,001 107 32 <0,001 
 G3 82 37 80 44 
Multifokalität       
 unifokaler Tumor 183 58 0,193 165 66 0,376 
 multifokaler Tumor 11 6 23 11 
Histologischer Typ       
 duktal 159 51 
0,654 
156 66 
0,525  lobulär 15 7 13 5 
 andere 19 6 17 5 
Östrogenrezeptor-Status       
 negativ 103 27 0.035 53 27 0,069 
 positiv 53 22 99 33 
Progesteronrezeptor-Status       
 negativ 54 7 <0.001 107 51 0,005 
 positiv 113 48 54 13 
HER2-Status (IHC)       
 negativ (0-2+) 140 39 0,022 133 49 0,054 
 positiv (3+) 30 14 30 16 
SHH IHCd       
 negativ (IRS 0-4) 41 11 0,319 40 18 0,714 
 positiv (IRS 4-12) 155 53 149 59 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bFisher`s Exact Test. Signifikante P-
Werte sind in Fettschrift dargestellt (P < 0,05). cUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 2002. dSHH zytoplasmati-
sche Immunreaktivität: negativ = IRS 0-3, positiv = IRS 4-12. IHC, Immunhistochemie. 
Tab. 3.2: Univariate Analyse kliniko-pathologischer Faktoren und SHH Proteinexpression im Bezug zu 
RFÜ und GÜ 
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Um den Einfluss einer SHH Überexpression auf die Überlebensprognose der Patienten zu 
untersuchen, wurden die Überlebenswahrscheinlichkeiten der Patienten univariat unter 
Beachtung der immunhistochemischen Daten berechnet (Abb. 3.2). Innerhalb dieser Ana-
lysen konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer erhöhten zytoplas-
matischen SHH Proteinexpression und verkürzten Gesamt- bzw. rezidivfreien Überlebens-
zeit der Patientinnen gezeigt werden (P = 0,319 und P = 0,714).  
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Abb. 3.2: Überlebensanalyse in Bezug zur SHH Proteinexpression in humanen Mammakarzinomen 
In A und B ist der Zusammenhang zwischen einer SHH Proteinüberexpression im Zytoplasma maligner 
Brustzellen und den Überlebenszeiten der untersuchten Patientinnen dargestellt. Frauen mit einer verstärkten 
zytoplasmatischen SHH Proteinexpression im Tumor (schwarze Kurve) zeigen keine signifikanten Tenden-
zen zu verringerten Gesamtüberlebenszeiten bzw. rezidivfreien Überlebenszeiten (P = 0,319 und P = 0,714; 
Log-Rank-Test). Kreuze markieren zensierte Fälle. 
 
3.1.3 Lokalisation von vier CpG Inseln (CGI) innerhalb des 
SHH Gens 
Aktuelle Forschungsergebnisse deuten auf eine methylierungsabhängige Transkriptionsre-
gulation von SHH und eine mögliche Funktion als Protoonkogen (Wang et al., 2006; We-
ber et al., 2005). So konnten Wang und Mitarbeiter (2006) zeigen, dass es im Zuge der 
Karzinogenese des Gastrointestinaltraktes zu einer konstitutiven Aktivierung der SHH Ex-
pression durch Hypomethylierung des SHH Promotors kommt (Wang et al., 2006).  
In der vorgestellten Arbeit wurde zunächst die Verteilung von CpG-Inseln innerhalb der 
SHH Genregion untersucht. Abb. 3.3 zeigt den generellen Aufbau des SHH Gens, welches 
auf Chromosom 7 des menschlichen Genoms an Position q36 lokalisiert ist. Die bioinfor-
matische Analyse dieser Genregion mittels Methprimer Software (Li und Dahiya, 2002), 
enthalten in Ensembl Contig ENSG00000164690, identifizierte vier CpG-Inseln (Takai 
und Jones, 2002). Weiterhin konnten 18 Loci mit erhöhter CpG-Dichte (Positionen: -
166 bp bis +260 bp, +378 bp bis +552 bp, +1044 bp bis +1147 bp, +1463 bp bis +1622 bp, 
+1688 bp bis +1989 bp, +2086 bp bis +2558 bp, +3002 bp bis +3154 bp, +3361 bp bis 
+3791 bp, +5039 bp bis +4148 bp, +5632 bp bis +5970 bp, +6042 bp bis +6151 bp, 
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+6288 bp bis +6461 bp, +6508 bp bis +6812 bp, +6907 bp bis +7087 bp, +7435 bp bis 
+7652 bp, +7919 bp bis +8261 bp, +8357 bp bis +9075 bp, +9178 bp bis +9312 bp, und 
+9350 bp bis +9454 bp relativ zum angegebenen TSS +1) identifiziert werden. 
 
 
Abb. 3.3: Struktur des menschlichen SHH Gens auf Chromosom 7q36 
Das SHH Gen besteht aus drei Exonen. Bioinformatische Analysen zeigen 18 CpG-reiche Regionen inner-
halb dieses Gens, die sich zwischen der 5´ untranslatierten Region (5` UTR), der Promotorregion, den kodie-
renden Sequenzen (KDS) und der 3´ untranslatierten Region (3` UTR) des SHH Gens erstrecken. Der TSS ist 
an Position +1 lokalisiert (Ensembl Transkript ID ENST00000297261; http://www.ensembl.org).  
 
3.1.4 SHH Transkriptionsregulation in humanen Brustzelllinien 
Um das Transkriptionsprofil von SHH auch im Hinblick auf die humane Mammatumorge-
nese näher zu klassifizieren, wurden Realtime RT-PCR Untersuchungen sowie MSP-
Analysen in einem Kollektiv aus benignen und malignen Brustzelllinien durchgeführt. 
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mRNA Expressionsdaten wurden mit Resultaten aus MSP-Analysen für unterschiedliche 
Loci des SHH Gens verglichen, um zunächst die Abhängigkeit der SHH mRNA Expressi-
on vom Methylierungszustand des Gens zu überprüfen. In einem weiteren Schritt wurden 
humane Mammakarzinom Zelllinien einer DNA demethylierenden Behandlung mittels 5-
Aza-2’-deoxycytidin (Aza) unterzogen. Expression und Methylierungszustand von SHH 
wurden sowohl vor als auch nach Behandlung mit demethylierenden Agenzien gemessen.  
 
3.1.4.1 Heterogene SHH mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Ein Set aus zwei benignen Brustzelllinien (MCF10A und MCF12A) und sechs malignen 
Brustzelllinien (MDA-MD468, MDA-MB231, BT20, SKBR3, MCF7 und ZR75-1) wurde 
mittels quantitativer Realtime RT-PCR analysiert. Die Ergebnisse dieser Studie sollten 
einen ersten Hinweis auf das Vorkommen von SHH in Zellen humaner Brustgewebe ge-
ben. Wie in Abb. 3.4 dargestellt wird SHH lediglich in drei der acht analysierten Zelllinien 
exprimiert. Die drei malignen Brustzelllinien MDA-MB231, BT20 und MCF7 zeigten ein 
positives SHH mRNA Expressionssignal, während alle anderen Zelllinien negativ bezüg-
lich einer SHH mRNA Expression waren. In MCF7 Zellen wurde eine sehr starke SHH 
mRNA Expression beobachtet. MDA-MB231 und BT20 Zellen hingegen zeigten schwa-
che, kaum zu detektierende SHH mRNA Expressionswerte.  
 
 
 
 
Abb. 3.4: SHH mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
SHH mRNA Expression konnte in drei von acht analysierten Brustzelllinien detektiert werden. MCF7 Zellen 
zeigten eine außergewöhnlich starke SHH mRNA Expression, während MDA-MB231 und BT20 Zellen nur 
sehr schwache SHH Expressionswerte zeigten. Die Expression wurde normiert auf die jeweilige GAPDH 
mRNA Expression und in Relation zur SHH mRNA Expression in Normalgewebe aus Gehirn (= 1) gesetzt.  
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3.1.4.2 Hohe Methylierungsfrequenzen innerhalb der SHH Promotorregi-
on sowie in Exon 2 und Exon 3 in humanen Brustzelllinien 
Um die Abhängigkeit der SHH mRNA Expression vom Methylierungszustand des Gens zu 
überprüfen, wurden in einem weiteren Schritt methylspezifische PCR Analysen durchge-
führt. Drei unterschiedliche MSP-Primer (MSP-F1/R1, MSP-F2/R2 und MSP-F3/R3) wur-
den für diese Studien synthetisiert. Mittels dieser Primer sollte der Methylierungszustand 
verschiedener CpG-Dinukleotide sowohl innerhalb der SHH Promotorregion als auch in 
Exon 2 und 3 des Gens überprüft werden. Abb. 3.5 zeigt die Lokalisation dieser MSP-
Primer. Alle Primerpaare deckten mindestens zwei CpG-Dinukleotide ab. 
 
 
 
 
Abb. 3.5: Lokalisation der MSP-Primer 
Lokalisation der MSP Primer (MSP-F1/R1, MSP-F2/R2 and MSP-F3/R3) in unterschiedlichen CpG Inseln 
des humanen SHH Gens. Methylierung wurde innerhalb der Promotorregion (-59 bp bis +140 bp relativ zum 
TSS +1), in Exon 2 (+5758 bp bis +5948 bp relativ zum TSS +1) und in Exon 3 (+8721 bp bis 8832 bp rela-
tiv zum TSS +1) des SHH Gens untersucht. Kreise stehen für CpG Dinukleotide; gefüllte Kreise signalisieren 
Hybridisierungsstellen der MSP-Vorwärts und Rückwärts Primer. Der TSS ist an Position +1 lokalisiert. 
5´untranslatierte Region: 5`UTR; kodierende Sequenz: KDS; 3´untranslatierte Region: 3`UTR. 
 
Mittels MSP-Analysen sollte geklärt werden, ob die Transkription von SHH in Brustzellli-
nien durch Promotormethylierung reguliert wird. Des Weiteren sollte auch die Methylie-
rung des SHH Gens in Exon 2 und Exon 3 betrachtet werden. Dazu wurde DNA aus den 
entsprechenden Brustzelllinien Bisulfit-konvertiert und mit den entsprechenden MSP-
Primern amplifiziert. Interessanterweise zeigte sich in allen analysierten Brustzelllinien 
eine Methylierung der analysierten CpG-Dinukleotide im SHH Promotorbereich sowie in 
Exon 2 und Exon 3 des SHH Gens (Abb. 3.6). Diese Methylierungsdaten waren jedoch nur 
teilweise in Übereinstimmung mit den zuvor analysierten mRNA Expressionswerten für 
SHH in diesem Kollektiv (Abb. 3.4). Die Zelllinie BT20, besonders jedoch die humane 
maligne Brustzelllinie MCF7 zeigten eine eindeutige Methylierung des SHH Promotors, 
die in Diskrepanz zu der zuvor detektierten SHH mRNA Expression in diesen beiden Zell-
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linien stand. MDA-MB231 Zellen zeigten ein schwächeres Methylierungssignal im analy-
sierten SHH Promotorbereich als die übrigen Zelllinien. Diese Beobachtungen waren in 
Übereinstimmung mit den zuvor analysierten schwach positiven Expressionswerten für 
SHH in dieser Zelllinie. 
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Abb. 3.6: SHH Genmethylierung in humanen Brustzelllinien 
MSP-Analysen in einem Set aus zwei benignen und sechs malignen Brustzelllinien zeigten eindeutige Me-
thylierungssignale, sowohl im analysierten SHH Promotorbereich (MSP-F1/R1) als auch in Exon 2 (MSP-
F2/R2) und Exon 3 (MSP-F3/R3) des SHH Gens. In getrennten Reaktionen (U = Verwendung von Primern 
für unmethylierte DNA; M = Verwendung von Primern für methylierte DNA) wurde der Methylierungs-
zustand qualitativ bestimmt. UUD, universale unmethylierte DNA (Epitect Control DNA, Qiagen); UMD, 
universale methylierte DNA (Epitect Control DNA, Qiagen); H2O: Wasserkontrolle. 
 
Zusätzlich zur MSP wurde der SHH Promotormethylierungsstatus in der humanen malig-
nen Brustzelllinie BT20 mit der quantitativen Methode der Pyrosequenzierung untersucht. 
Mittels Pyrosequenzierung ist es möglich den Methylierungsgrad von einzelnen CpG-
Einheiten einer Probe in Prozent zu erfassen und gleichzeitig eine weitaus höhere Anzahl 
von CpG-Einheiten innerhalb einer spezifischen Genregion zu analysieren. Innerhalb die-
ser Analysen wurden die Hybridisierungsstellen der MSP-Primer für den SHH Promotor-
bereich (MSP-F1/R1) abgebildet, um so die Spezifität der MSP-Ergebnisse zu kontrollie-
ren. BT20 Zellen hatten in den vorhergehenden MSP-Analysen eine deutliche M-Bande 
nach Amplifikation mit methylierungsspezifischen Primern gezeigt. Mittels Pyrosequen-
zierung konnte der Methylierungsstatus aus vorherigen MSP-Versuchen bestätigt werden; 
maligne BT20 Zellen zeigten im Gegensatz zur universal unmethylierten DNA (UUD; 
Epitect Control DNA, Qiagen), die als Negativkontrolle eingesetzt worden war eine medi-
ane CpG-Methylierungsfrequenz von 91 % (UUD: < 5 %). Als Positivkontrolle wurde uni-
versal methylierte DNA (UMD; Epitect Control DNA, Qiagen) eingesetzt. 
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Abb. 3.7: Methylierung des SHH Promotors nach Pyrosequenzierung 
Die CpG-Dinukleotide 1-2 spiegeln die Hybridisierungsstellen der verwendeten MSP Primer im SHH Pro-
motor (MSP-F1/R1) wider. Maligne BT20 Zellen zeigen eine deutliche SHH Promotormethylierung. Univer-
sal unmethylierte DNA (UUD; Epitect Control DNA, Qiagen) wurde als Negativkontrolle eingesetzt und 
zeigte keine Methylierung im analysierten SHH Promotorbereich. 
 
In Abb. 3.8 ist die hohe Reproduzierbarkeit der Pyrosequenzierungsergebnisse am Beispiel 
universal unmethylierter DNA (UUD) und universal methylierter DNA (UMD) exempla-
risch dargestellt. Beide DNA Proben wurden in sechsfacher Wiederholung untersucht und 
die Bisulfit-konvertierte DNA stammte aus zwei unterschiedlichen Epitect Kontroll DNA 
Sets (Qiagen).  
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Abb. 3.8: Bestätigung des Methylierungsmusters in universal unmethylierten und methylierten DNA 
Proben durch Pyrosequenzierung 
(A) UUD und UMD aus zwei unterschiedlichen Epitect Kontroll DNA Sets (Qiagen) wurden mittels Pyrose-
quenzierung untersucht. Dargestellt ist die Methylierungsfrequenz (Ordinate) für jedes sequenzielle CpG-
Dinukleotid der untersuchten SHH Genregion (Abszisse). (B) Korrespondierender Graph aus den mittleren 
Methylierungsfrequenzen pro CpG-Dinukleotid aus A und Standardabweichung. Die maximale Standardab-
weichung betrug ± 3,1 % (CpG Nr. 2 UMD). 
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Die Ergebnisse aus zwei getrennten Pyrosequenzierungsreaktionen zeigten, dass der Me-
thylierungsgrad der untersuchten CpG-Dinukleotide in UUD und UMD homogen war. Als 
Median ergab sich für UUD eine Methylierungsfrequenz über die sieben untersuchten 
CpG-Einheiten von 2,5 % und eine mediane Methylierungsfrequenz von 83 % für UMD.  
Die Reproduzierbarkeit dieses Assays war in den untersuchten Zelllinien vergleichbar hoch 
(Ergebnisse nicht gezeigt). 
 
3.1.4.3 SHH mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung 
Um die Abhängigkeit der SHH Transkription von DNA Methylierung und dreidimensiona-
ler DNA-Konformation genauer zu untersuchen, wurde das Brustzelllinien-Kollektiv in 
einem weiteren Schritt für vier Tage mit 1 µM des Methyltransferase-Inhibitors Aza be-
handelt und für einen Tag mit 300 nM des Histondeacetylase-Inhibitors TSA. Anschlie-
ßend wurde mittels MSP-Analysen die SHH Promotormethylierung vor und nach Behand-
lung mit Aza/TSA analysiert und die SHH mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR 
bestimmt. Wie in Abb. 3.9 dargestellt resultierte die Behandlung mit Aza/TSA in einem 
deutlichen Anstieg unmethylierter SHH Promotorsequenz (A) sowie einer signifikanten 
Steigerung der SHH mRNA Expression in den analysierten Zelllinien (P = 0,007; Mann-
Whitney U-Test). Vor der Behandlung mit Aza/TSA zeigten MCF10A, MCF12A, MDA-
MB468, SKBR3 und ZR75-1 Zellen keine messbare SHH mRNA Expression. Die Be-
handlung der Zellen mit Aza/TSA führte zu einer deutlichen Induktion der SHH mRNA 
Expression in allen getesteten Zelllinien, mit Ausnahme der Adenokarzinom Zelllinie 
MCF7. In BT20 Zellen waren zuvor niedrige SHH mRNA Expressionswerte zu beobach-
ten, die durch Behandlung mit Aza/TSA deutlich gesteigert werden konnten. Im Gegensatz 
dazu zeigten MDA-MB231 Zelllinien, die in den vorhergehenden MSP-Analysen eine 
schwache SHH Promotormethylierung und eine leichte SHH mRNA Expression gezeigt 
hatten, nur eine geringfügige Steigerung ihrer SHH mRNA Expression. MCF7 Zellen, in 
denen zuvor trotz starker SHH Promotormethylierung hohe SHH mRNA Expressionslevel 
detektiert wurden, wiesen nach Behandlung mit Aza/TSA interessanterweise eine vermin-
derte SHH mRNA Expression auf. Um auch den Einfluss der dreidimensionalen DNA-
Konformation auf die Transkription von SHH zu untersuchen, wurden die Zelllinien eben-
falls für einen Tag mit 300 nM TSA ohne Zugabe von Aza behandelt. Die Behandlung der 
Zellen mit TSA induzierte einen Anstieg der SHH mRNA Expression in MCF12A, MDA-
MB468, BT20, SKBR3 und ZR75-1 Zellen. In den Zelllinien MCF10A, MDA-MB231 und 
MCF7 hingegen führte die Behandlung mit TSA zu keinem Anstieg der SHH Expression. 
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Abb. 3.9: SHH mRNA Expression nach Behandlung mit Aza/TSA 
(A) In vitro DNA Demethylierung des SHH Promotors. MSP-Analysen an acht Brustzelllinien wurden mit 
DNA aus Zellen mit (+) oder ohne (-) Aza/TSA Behandlung durchgeführt. Behandlung mit Aza/TSA resul-
tierte in einem deutlichen Anstieg unmethylierter SHH Promotorsequenzen in allen Zelllinien. (B) Die Reex-
pression von SHH mRNA in entsprechenden Zelllinien nach Behandlung mit Aza/TSA (hellgraue Bal-    
ken) bzw. Behandlung mit TSA (dunkelgraue Balken) wurde mittels quantitativer Realtime RT-PCR be-
stimmt. Mit Ausnahme von MCF7 Zellen war eine deutliche Induktion der SHH mRNA Expression im Ver-
gleich zu unbehandelten Wildtyp Zellen (weiße Balken) in allen getesteten Zelllinien zu beobachten. Indukti-
onslevel für SHH mRNA Reexpression nach Behandlung mit Aza/TSA waren signifikant (P = 0,007; Mann-
Whitney U-Test). Expressionswerte wurden normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in 
Relation zur SHH mRNA Expression in Normalgewebe aus Gehirn (= 1) gesetzt. 
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3.1.4.4 Expression eines 5`verlängerten SHH mRNA Transkriptes in 
MCF7 Zellen 
Im Jahre 1998 wurde der SHH Promotor durch Kitazawa und Mitarbeiter erstmals ausführ-
lich beschrieben (Kitazawa et al., 1998). Diese Untersuchungen entschlüsselten die Exis-
tenz zweier TSS (TSS 1 und TSS 2) im 5`stromaufwärts gelegenen Bereich des SHH Gens. 
Die mRNA Expressionsinitiation ausgehend vom TSS 2 ist bis heute jedoch noch uner-
forscht (Abb. 3.10 A). Interessanterweise liegt TSS 2 außerhalb der in den vorhergehenden 
MSP-Analysen untersuchten CpG-reichen Region des SHH Promotors.  
Die Existenz alternativer, stromaufwärts initiierter SHH mRNA Transkripte wurde in der 
vorliegenden Studie erstmals mittels 5`rapid amplification of cDNA ends (RACE) analy-
siert. Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit dem Institut für Biochemie (UK 
Aachen) durchgeführt. Die Ergebnisse der 5`RACE Analysen bestätigten die Existzenz 
eines 5´verlängerten SHH Transkriptes in der humanen Adenokarzinom Zelllinie MCF7. 
Um eine Transkriptionsinitiation ausgehend vom TSS 2 in den übrigen Brustzelllinien mit-
tels konventioneller RT PCR zu überprüfen, wurden zusätzliche Primersets verwendet, die 
sowohl das 5`verlängerte bis dato noch unbekannte SHH mRNA Transkript als auch die 
ursprünglich bekannte SHH mRNA Isoform amplifizieren (SHH_1F/1R und SHH_2F/2R).  
Die neue SHH mRNA Transkriptionsvariante konnte in MCF7 und BT20 Zellen detektiert 
werden (Abb. 3.10 B). Diese Zelllinien hatten in den vorhergehenden Analysen ein SHH 
mRNA Expressionssignal trotz eindeutiger Promotormethylierung gezeigt (Abb. 3.10 C). 
In MDA-MB231 Zellen, die nur eine schwache SHH Promotormethylierung aufwiesen, 
konnte lediglich das kurze SHH mRNA Transkript (ausgehend von TSS1) nachgewiesen 
werden. Zur eindeutigeren Identifizierung der Transkripte wurden Stichproben der SHH 
cDNA Amplifikate zusätzlich sequenziert (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Ergebnisse aus 
den Sequenzierungsreaktionen konnten die Existenz zweier unterschiedlicher SHH mRNA 
Transkripte in MCF7 und BT20 Zellen ebenfalls bestätigen. 
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Abb. 3.10: Expression eines 5`verlängerten SHH mRNA Transkriptes in MCF7 Zellen 
(A) SHH Promotorregion und putative Signalelemente im 5` stromaufwärts gelegenen Bereich des SHH Gens 
(Kitazawa et al., 1998). Die beschriebene Region beinhaltet zwei TATA-Boxen (TATATA and TATAAT), 
die 35 bp und 41 bp stromaufwärts der zwei beschriebenen TSS (TSS 1 and TSS 2) lokalisiert sind. Methyl-
ierungssignale (M) wurden innerhalb einer CpG Insel des SHH Promotors detektiert, die den TSS 1 umgibt 
(MSP-Primer MSP-F1/R1). Zur Detektion stromaufwärts von TSS 1 gelegener SHH mRNA Transkripte 
mittels Realtime RT-PCR wurden zwei Primer Sets synthetisiert (SHH_1F/1R und SHH_2F/1R). Primer 1F 
detektiert mRNA Transkripte, die von einer Region stromaufwärts des SHH TSS 1 aus transkribiert werden. 
Primer 2F detektiert das bekannte SHH mRNA Transkript (Ensembl Transkript ID ENST00000297261), 
welches von TSS 1 aus gebildet wird. Beide Realtime RT-PCR Reaktionen (1F und 2F) wurden mit einem 
Rückwärts Primer durchgeführt, der von Exon 2 ausgehend in Richtung des SHH Promotors amplifiziert 
(1R). 5`RACE Analysen an MCF7 Zellen (in B) bestätigen die Existenz des stromaufwärts gelegenen TSS 2, 
der zur Expression einer 5`verlängerten SHH mRNA Isoform führt. (C) Mittels Realtime RT-PCR Analysen 
in einem Set aus zwei benignen (MCF10A und MCF12A) und sechs malignen Brustzelllinien (MDA-
MB468, MDA-MB231, BT20, SKBR3, MCF7 und ZR75-1) konnte die Existenz des 5`verlängerten SHH 
mRNA Transkriptes in den malignen Zelllinien MCF7 und BT20 Zellen bestätigt werden (SHH_1F/1R). 
H2O: Wasserkontrolle. 
 
In Abb. 3.11 ist die 5`stromaufwärts gelegene SHH Gensequenz dargestellt. Gemäß den 
Studien von Kitazawa und Mitarbeitern gibt es zwei beschriebene TSS (TSS 1 und TSS 2). 
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5`RACE Analysen an der humanen malignen Brustzelllinie MCF7 konnten eine aktive 
Transkriptionsinitiation ausgehend vom TSS 2 erstmals bestätigen.  
aagttatggtcactcataattatcctcggtccacagaggctgagtcttcaggaggggctc
agtcctctttcttcaaaatgcagggagagccagcctgcactataaagtccctggggaaga
aaaattaaataacagctgggcagctgtgcccctcaaatgtgtgagcgactctgtgcttga
tgactgaagcttgcgggggtttaaactgtcctttaaaaacttaagttggttttaactgaa
gcacctaccattccagggaaagtcagggggaaacgcaaggatgtacacaaagccgggagt
aactgctgttaccacaagacatgcgctcctccctcccgcccacctttatcttaggaaaga
tttttttttttttaactcgaatccttcaggtgaaaataaagcaacagcagcaacagaaaa
aaaaaacgtagtcttcttcagggttaacatcagaagacaagcttgtgcggctttggccaa
TATA-Box TSS (5`RACE)
-241 tcagatgcgcccctggcagctataatatagtgctaaaggcagcctctctcacaagctctc
............................................................
Start CpG-Insel
TSS2 (Kitazawa et al.)
-181 caggcttgctaccatttaaaatcagactctttttgtcttttgattgctgtctcgcgaccc
............................................................
-121 aactccgatgtgttccgttatcagcggccggcagcctgccattccagcccctgtctgggt
............................................................
M          M                   TATA-Box
-61 ggggagcggtggagagtcccccgcagccgcggcgggcaaggttatataggaagagaaaga
............................................................
TSS1 (Kitazawa et al.)
1 gcgaggcagccagcgagggagagagcgagcgggcgagccggagcgaggaagggaaagcga
............................................................
M                
61 aagagagagcgcacacgcacacacccgccgcgcgcactcgcgcacggacccgcacgggga
............................................................
M                                                       
121 cagctcggaagtcatcagttccatgggcgagATGCTGCTGCTGGCGAGATGTCTGCTGCT
...............................-M--L--L--L--A--R--C--L--L--L
5`stromaufwärts gelegene SHH Genregion
AGTCCTCGTCTCC
AGTCCTCGTCTCC
--V--L--V--S--S--L--L-
Translation
5`flankierende Sequenz 
kodierende Sequenz
TSS
ggctgagtcgtgatggttactgca
andere Variante der 
kodierenden Sequenz
 
Abb. 3.11: Ergebnis der 5´RACE Analysen an MCF7 Zellen 
SHH Promotorregion und putative Signalelemente im 5` stromaufwärts gelegenen Bereich des SHH Gens 
(Kitazawa et al., 1998). 5`RACE Analysen der humanen malignen Brustzelllinie MCF7 bestätigten die Exis-
tenz von TSS 2. M, methyliertes CpG, detektiert über MSP mit Primern MSP-F1/R1 (siehe Abb. 3.5 ). 
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3.1.4.5 Repression der alternativen 5`verlängerten SHH mRNA Isoform in 
Brustzelllinien nach Behandlung mit Aza/TSA 
Um den Effekt einer DNA demethylierenden Behandlung auf die SHH-
Transkriptionsinitiation ausführlicher zu analysieren, wurde die Expression der beschrie-
benen SHH mRNA Transkripte (SHH_1F/1R und SHH_2F/2R) vor und nach Behandlung 
der Zellen mit Aza untersucht. Um eine konformationsbedingte Hemmung der Transkripti-
onsinitiation zu vermeiden, wurden die Zellen zusätzlich mit dem Histondeacetylase-
Inhibitor TSA behandelt. Die Demethylierung der DNA führte zur Reexpression der kur-
zen SHH mRNA Isoform (initiiert von TSS 1) in allen getesteten Zelllinien. Gleichzeitig 
wurde durch die Behandlung mit Aza/TSA die Expression der verlängerten SHH mRNA 
Isoform (TSS 3) in den Zelllinien BT20 und MCF7 unterdrückt (Abb. 3.12). 
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Abb. 3.12: Suppression des alternativen, 5`verlängerten SHH mRNA Transkriptes in Brustzelllinien 
nach Behandlung mit Aza/TSA 
Die Existenz der beiden SHH mRNA Transkripte wurde in einem Set aus zwei benignen (MCF10A und 
MCF12A) und sechs malignen Brustzelllinien (MDA-MB468, MDA-MB231, BT20, SKBR3, MCF7 und 
ZR75-1) nach Behandlung mit Aza/TSA überprüft. In allen getesteten Zelllinien führte die Behandlung mit 
Aza/TSA zu einer Reexpression der bekannten SHH mRNA Isoform, die ausgehend von TSS 1 transkribiert 
wird. Das 5`verlängerte SHH mRNA Transkript konnte in den Zelllinien BT20 und MCF7 lediglich vor einer 
Behandlung mit Aza/TSA detektiert werden. NTC: Wasserkontrolle. 
 
3.2 Expression und klinische Relevanz von GLI1 im 
humanen Mammakarzinom 
GLI1 ist ein Transkriptionsfaktor, der ursprünglich aus einem Gliom isoliert wurde und 
dessen Überexpression bereits in vielen humanen Tumorentitäten gezeigt werden konnte, 
so z.B. in malignen Tumoren der Muskeln, des Gehirns und der Haut (Altaba, 1999a). Eine 
Überexpression von GLI1 in der embryonalen Froschepidermis führt zur Entwicklung von 
Tumoren mit endogener GLI1 Expression. Dies deutet darauf hin, dass die alleinige Über-
expression von GLI1 auslösender Faktor für die Entstehung eines Tumors sein kann    
(Nilsson et al., 2000). Mittels Array CGH Analysen konnte man zeigen, dass es auch in 
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Brusttumoren und Brustkrebszelllinien häufig zu einer Amplifikationen der chromosoma-
len Region kommt, die für das GLI1 Gen kodiert (Naylor et al., 2005; Nessling et al., 
2005). Nach derzeitigem Wissen korreliert eine gesteigerte Expression dieses Gens zudem 
mit dem proliferativen Index, der Invasivität sowie der Metastasierung invasiv duktaler 
Mammakarzinome (Xuan und Lin, 2009). Entsprechend ist die Rolle von GLI1 als neuem 
potentiellen Biomarker der humanen Mammatumorgenese genauer zu untersuchen. Inner-
halb dieser Studien wurde zunächst die Expression von GLI1 in humanen Brusttumoren 
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene systematisch charakterisiert. Des Weiteren 
sollten mögliche funktionelle Zusammenhänge zwischen einer Überexpression von GLI1 
und definierten kliniko-pathologischen Parametern sowie dem Gesamtüberleben der Pati-
enten analysiert werden. 
 
3.2.1 Erhöhte GLI1 mRNA Expressionswerte in humanen 
Brustzelllinien 
mRNA Expressionsanalysen zu GLI1 wurden initiiert durch quantitative Realtime RT-
PCR Messungen in einem Kollektiv aus benignen und malignen Brustzelllinien (Abb. 
3.13). Im Vergleich zu den benignen Zelllinien HMEC und MCF12A war eine deutliche 
Aufregulation der GLI1 mRNA Expression in den analysierten Tumorzelllinien BT20, 
SKBR3, MDA-MD468, MDA-MB435s, MDA-MB231, ZR75-1, T47D und MCF7 zu be-
obachten. In MCF10A, einer weiteren benignen Brustzelllinie wurde ebenfalls eine abun-
dante GLI1 mRNA Expression festgestellt. Expressionsunterschiede zwischen benignen 
und malignen Zelllinien waren statistisch nicht signifikant (P = 0,414, Mann-Whitney U-
test). 
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Abb. 3.13: GLI1 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Semiquantitative Realtime RT-PCR Analysen wurden in einem Kollektiv aus benignen (weiße Balken) und 
malignen Brustzelllinien (schwarze Balken) durchgeführt. Im Vergleich zu den benignen Zelllinien HMEC 
und MCF12A war eine deutliche Aufregulation der GLI1 mRNA Expression in den analysierten Tumorzell-
linien zu beobachten. Expressionsunterschiede zwischen benignen und malignen Zelllinien waren jedoch 
statistisch nicht signifikant (P = 0,414, Mann-Whitney U-Test). Die Expression wurde normiert auf die jewei-
lige GAPDH mRNA Expression und in Relation zur GLI1 mRNA Expression in HMEC Zellen (= 1) gesetzt. 
Eine zusätzliche gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate für GLI1 in einem 2 % Agarosegel dien-
te dem Nachweis der Primerspezifität. H2O, Wasserkontrolle. 
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3.2.2 Erhöhte GLI1 mRNA Expressionswerte in primären 
Mammakarzinomen 
Als nächstes wurde die GLI1 mRNA Expression in einem Kollektiv aus gepaarten Tumor- 
und Normalgeweben untersucht (n = 5; Abb. 3.14). In vier der fünf analysierten Gewebe-
proben konnte eine Aufregulation der GLI1 mRNA Expression im Tumor verglichen zum 
entsprechenden Normalgewebe gezeigt werden. Die Überexpression der GLI1 mRNA in 
Brusttumoren war statistisch jedoch nicht signifikant (P = 0,251, Mann-Whitney U-test). 
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Abb. 3.14: GLI1 mRNA Expression in primären Mammakarzinomen 
Die Realtime RT-PCR Analyse der GLI1 mRNA Expression in einem Kollektiv aus fünf Brusttumorgewe-
ben und ihren gepaarten Normalgeweben (N = Normal vs. T = Tumor), zeigte eine Aufregulation der GLI1 
mRNA Expression in vier der fünf analysierten Tumoren. Expressionswerte für GLI1 wurden normiert auf 
die jeweilige GAPDH mRNA Expression und normalisiert zur GLI1 mRNA Expression in normalen Brust-
geweben (N1) (= 1).  
 
3.2.3 Erhöhte GLI1 Proteinexpressionswerte in primären 
Mammakarzinomen 
Die Proteinexpression von GLI1 in humanen Brusttumoren wurde anhand eines umfang-
reichen TMAs (n = 250; Kap. 2.1.1) analysiert. Die Spezifität des verwendeten Antikörpers 
war in vorangehenden Studien von Gerber (2006) und Marcotullio (2006) bereits bestätigt 
worden (Gerber et al., 2006; Marcotullio et al., 2006). GLI1 Proteinexpression konnte so-
wohl in zytoplasmatischen Bereichen als auch im Nukleus der analysierten benignen und 
malignen Brustepithelzellen beobachtet werden (Abb. 3.15). Dennoch war die Expression 
von GLI1 im Nukleus stärker. Entsprechend seiner Rolle als Transkriptionsfaktor wurde 
für die nachfolgenden Expressions- und Korrelationsanalysen die nukleäre Proteinexpres-
sion von GLI1 betrachtet.  
Eine abundante GLI1 Proteinexpression konnte in 97 % (198/204) der analysierten Brust-
karzinome sowie in 76 % (35/46) der analysierten Normalgewebe gezeigt werden. Die 
nukleäre Expression von GLI1 war in normalen Brustgeweben weniger stark (IRS = 6) als 
in den betrachteten Brusttumoren (IRS = 8) (P = 0,008, zweiseitiger Mann-Whitney U-
Test). Die detektierten IRS Werte lagen zwischen zwei und zwölf (3,1 % und 24,6 % aller 
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analysierten Tumoren). Somit wurde gezeigt, dass die nukleäre Expression von GLI1 in-
nerhalb der Brusttumoren stark variiert. Abb. 3.15 zeigt die Proteinexpression von GLI1 in 
normalen Brustgeweben (A und B), DCIS (C und D) und in IDC (E und F). DCIS und in-
vasive Brusttumoren weisen eine abundante GLI1 Expression im Nukleus auf.  
 
 
Abb. 3.15: GLI1 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom 
(A, B) In normalen Brustgeweben wird sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus eine niedrige GLI1 Ex-
pression beobachtet (IRS = 4 und IRS = 6). In DCIS (C, D) und in invasiven Brustkarzinomen (E, F) ist die 
nukleäre GLI1 Expression stärker als in den analysierten Normalgeweben (IRS = 8) und es zeigt sich eine 
schwache zytoplasmatische GLI1 Expression (IRS = 3). Repräsentative Gewebeausschnitte eines humanen 
Basalzellkarzinoms dienten als Positivkontrolle (I, J). Als Negativkontrolle diente benignes Brustgewebe, 
welches ohne Primärantikörper behandelt worden war. Vergrößerungen: A, C, E, G, I: x100; B, D, F, H, J: 
x400.  
 
3.2.4 Klinische Relevanz einer GLI1 Überexpression im huma-
nen Mammakarzinom 
Im Folgenden wurde untersucht, ob die beobachtete Überexpression von GLI1 mit den 
kliniko-pathologischen Eigenschaften der untersuchten Brusttumoren korrelierte. Entspre-
chend seiner Eigenschaften als Transkriptionsfaktor wurde für nachfolgende statistische 
Analysen die nukleäre Expression von GLI1 in Betracht gezogen.  
Das vorhandene Tumorkollektiv wurde dazu der nukleären Expression nach, orientiert am 
Median der GLI1 Expression in Mammatumoren, in zwei Gruppen eingeteilt (1. positiv für 
nukleäre GLI1 Expression, IRS ≥ 7; 2. negativ für nukleäre GLI1 Expression, IRS = 0-6). 
Anschließend wurden Korrelationsanalysen mittels Kontingenz-Tabellen zwischen GLI1 
Expression und kliniko-pathologischen Parametern unter Anwendung des Fisher`s Exact 
Test durchgeführt (Tab. 3.3). Die Auswertungen dieser Analysen zeigten, dass die nukleäre 
Expression von GLI1 signifikant mit dem Tumorstadium der Patienten korreliert 
(P < 0,001), und ebenfalls eine leichte Assoziation zum Nodalstatus der Patienten zeigt 
(P = 0,027).  
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Weitere Verknüpfungen zwischen der Expression von GLI1 und dem histologischen Grad, 
der Fokalität, dem histologischen Typ sowie dem Hormonrezeptorstatus des Tumors konn-
ten nicht festgestellt werden.  
 
Variable  GLI1 IRS Nukleus a  0-6 vs 7-12 
  n b  negat iv  pos i t iv  P-Wert c  
Kliniko-pathologische Parameter: 
Tumorgrößed     
 pT1 57 34 23 
<0,001  pT2 87 19 68 
 pT3 12 3 9 
 pT4 28 8 20 
Nodalstatusd     
 pN0 78 36 42 0,027 
 pN1-3 100 30 70 
Histologischer Gradd     
 G1 21 10 11 
0,191  G2 81 29 52 
 G3 82 25 57 
Multifokalität     
 unifokaler Tumor 161 57 104 0,844 
 multifokaler Tumor 24 8 16 
Histologischer Typ     
 duktal 152 57 95 
0,312  lobulär 14 3 11 
 andere 17 5 2 
Östrogenrezeptor-Status     
 negativ 53 19 34 0,484 
 positiv 96 29 67 
Progesteronrezeptor-Status     
 negativ 109 33 76 0,266 
 positiv 51 20 31 
HER2-Status (IHC)     
 negativ (0-2+) 132 45 87 0,847 
 positiv (3+) 31 10 21 
aGLI1 nukleäre Immunreaktivität: negativ = IRS 0-1, positiv = IRS 2-12. bWeibliche Patientinnen mit primärem, unilate-
ralem, invasivem Mammakarzinom. cFisher`s Exact Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P < 0,05). 
dUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 2002. IHC, Immunhistochemie. 
Tab. 3.3: Kliniko-pathologische und immunhistochemische Parameter in Korrelation zur nukleären 
Immunreaktivität von GLI1 (ten Haaf et al., 2009) 
 
Im weiteren Verlauf wurde eine logistische Regressionsanalyse angeschlossen, um die 
Funktion der einzelnen kliniko-pathologischen Parameter als Indikatoren einer GLI1 Über-
expression genauer zu analysieren (Tab. 3.4). Faktoren, die in den vorangegangenen Ana-
lysen eine prognostische Signifikanz bis zu einem P-Wert < 0,2 gezeigt hatten, wurden in 
diese Analyse einbezogen. Die Wahrscheinlichkeit einer GLI1 Proteinüberexpression 
(IRS 7-12) erhöhte sich um den Faktor 4,9 (95 % KI 2,3-10,5) in Patienten mit Tumorsta-
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dium pT2 im Vergleich zu solchen mit einem Tumorstadium pT1 (P < 0,001). Die weiteren 
analysierten Parameter Tumorgröße (mit pT2 vs pT3 und pT3 vs pT4), Nodalstatus (pN0 
vs pN1-3) und histologischer Grad (G0 vs G1-3) stellten sich jedoch nicht als unabhängige 
Prognoseindikatoren einer GLI1 Überexpression dar.  
 
Kliniko-patholog i sche   
Parameter:  P-Wert
b  Odds  ra t io  95,0  % Konfidenzinterval l  (KI)  
 
Tumorgröße 
pTa (pT1 vs pT2) 
 
<0,001 4,911 (2,297 -10,501) 
 
Tumorgröße 
pTa (pT2 vs pT3) 
 
0,078 3,782 (0,862 -16,599) 
 
Tumorgröße 
pTa (pT3 vs pT4) 
 
0,083 2,673 (0,881 -8,113) 
 
Nodalstatus 
pNa (pN0 vs pN1-3) 
 
0,383 1,400 (0,658 -2,979) 
 
Histologischer Grad 
G (G0 vs G1-3) 
 
0,280 1,779 (0,625 -5,065) 
aUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 2002.bFisher`s Exact Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift darge-
stellt (P < 0,05). 
Tab. 3.4: Logistische Regressionsanalyse der Faktoren Tumorstadium, Nodalstatus und histologischer 
Grad im Bezug zur GLI1 Proteinexpression 
 
Im Anschluss an diese Analysen wurde ein möglicher Einfluss einer Überexpression von 
GLI1 auf verkürzte Überlebenszeiten der Patientinnen analysiert. Unter Verwendung der 
Kaplan-Meier Funktion (Kaplan und Meier, 1958) wurde die GLI1 Proteinexpression so-
wie alle anderen bekannten kliniko-pathologischen Parameter auf eine Korrelation zu ver-
änderten rezidivfreien Überlebens- und Gesamtüberlebenszeiten des Patientenkollektives 
analysiert (Tab. 3.5). Erwartungsgemäß waren die Parameter Tumorgröße, Nodalstatus, 
histologischer Grad, Östrogenrezeptorstatus und Progesteronrezeptorstatus signifikant mit 
dem Gesamtüberleben und rezidivfreien Überleben der Patientinnen assoziiert. Das ver-
wendete Kollektiv zeigte somit eine repräsentative Charakteristik an Mammakarzinom-
Patientinnen. 
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Variable  GÜ RFÜ 
  n a  Ere ignisse  P-Wert b  n a  Ere ignisse  P-Wert b  
Kliniko-pathologische Parameter: 
Tumorgrößec       
 pT0-1 58 10 <0,001 56 12 <0,001 
 pT2-4 128 54 123 64 
Nodalstatusc       
 pN0 78 12 <0,001 77 14 <0,001 
 pN1-3 101 46 98 57 
Histologischer Gradc       
 G1-2 102 26 <0,001 97 30 <0,001 
 G3 83 38 81 45 
Multifokalität       
 unifokaler Tumor 162 53 0,164 157 65 0,453 
 multifokaler Tumor 24 11 22 11 
Histologischer Typ       
 duktal 152 51 
0,614 
149 65 
0,562  lobulär 14 7 12 5 
 andere 18 6 16 5 
Östrogenrezeptor-Status       
 negativ 84 35 0.006 83 39 0,055 
 positiv 66 14 63 20 
Progesteronrezeptor-Status       
 negativ 51 7 <0.001 104 51 0,004 
 positiv 110 48 51 12 
HER2-Status (IHC)       
 negativ (0-2+) 126 48 0,044 133 38 0,014 
 positiv (3+) 31 17 31 15 
GLI1 IHCd       
 negativ (IRS 0-1) 66 15 0,019 64 23 0,102 
 positiv (IRS 2-12) 120 49 116 53 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bFisher`s Exact Test. Signifikante P-
Werte sind in Fettschrift dargestellt (P < 0,05). cUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 2002. dGLI1 nukleäre Im-
munreaktivität: negativ = IRS 0-1, positiv = IRS 2-12. IHC, Immunhistochemie. 
Tab. 3.5: Univariate Analyse kliniko-pathologischer Faktoren und GLI1 Proteinexpression im Bezug zu 
RFÜ und GÜ 
 
Im weiteren Verlauf wurde ein möglicher Einfluss der GLI1 Überexpression auf die Über-
lebensprognose der Patienten untersucht. Dazu wurden Überlebenswahrscheinlichkeiten 
der Patienten univariat unter Beachtung der immunhistochemischen Daten berechnet. Die 
Ergebnisse dieser Analysen zeigen, dass eine nukleäre Überexpression von GLI1 in Brust-
krebs (IRS ≥ 7) signifikant mit einem verkürzten Gesamtüberleben der Patienten korreliert 
(P = 0,019) (Abb. 3.16 A und Tab. 3.5). Es konnte jedoch kein signifikanter Zusammen-
hang zwischen einer GLI1 Überexpression und einem verkürzten rezidivfreien Überleben 
festgestellt werden.  
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Abb. 3.16: Überlebensanalyse in Bezug zur GLI1 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom 
In A ist der Zusammenhang zwischen einer GLI1 Überexpression und den Überlebenszeiten der betroffenen 
Patientinnen dargestellt. Frauen mit einer verstärkten GLI1 Proteinexpression im Tumor (schwarze Kurve) 
haben ein durchschnittlich kürzeres rezidivfreies Überleben, als solche mit einer schwächeren GLI1 Expres-
sion im Tumor (blaue Kurve) (P = 0,019; Log-Rank-Test). (B) Im Hinblick auf das rezidivfreie Überleben 
der Patientinnen konnte kein signifikanter Zusammenhang zu einer erhöhten GLI1 Expression festgestellt 
werden (P = 0,102; Log-Rank-Test). Kreuze markieren zensierte Fälle. 
 
3.3 Expression und klinische Relevanz von FOXM1 
im humanen Mammakarzinom 
Aus den bisher publizierten Daten geht hervor, dass FOXM1 einen positiven Effekt auf das 
Zellwachstum hat: FOXM1 stimuliert die Zellproliferation, indem es den Übergang zwi-
schen G1- und S-Phase sowie zwischen G2- und M-Phase des Zellzyklus beschleunigt 
(Kalinichenko et al., 2003; Leung et al., 2001). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die-
sem proliferationsstimulierenden Transkriptionsfaktor zusätzlich auch eine Rolle in der 
humanen Tumorgenese zugeschrieben wird (Costa, 2005; Kalin et al., 2006). Eine Überex-
pression von FOXM1 konnte bereits in einigen humanen Tumorentitäten nachgewiesen 
werden (Garber et al., 2001; Okabe et al., 2001; Rickman et al., 2001). Auch im humanen 
Mammakarzinom gibt es erste Hinweise auf eine mögliche Involvierung von FOXM1. So 
zeigen aktuelle in vitro Untersuchungen, dass die verminderte Expression von FOXM1 zu 
einer Inhibition der Proliferation, Migration und Invasion humaner Brustkrebszellen führt 
(Ahmad et al., 2009). Im Gegensatz dazu wird die gesteigerte Expression von FOXM1 mit 
fortgeschrittenen Wachstumsstadien humaner Tumoren (van den Boom et al., 2003; Won-
sey und Follettie, 2005) sowie verschlechterten Überlebensprognosen der betroffenen Pati-
enten assoziiert (Liu et al., 2006a).  
Bisher gibt es keine systematischen Untersuchungen zur Expression von FOXM1 und der 
klinischen Relevanz dieses Transkriptionsfaktors in humanen Mammakarzinomen. Inner-
halb dieser Arbeit sollte die Expression von FOXM1 in humanen Brusttumoren sowohl auf 
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mRNA- als auch auf Proteinebene erstmalig ausführlich charakterisiert werden. Des Wei-
teren wurde untersucht, ob ein funktioneller Zusammenhang zwischen der Expression von 
FOXM1 und definierten kliniko-pathologischen Parametern der analysierten Tumoren so-
wie dem Gesamtüberleben der Patienten besteht. Funktionelle in vitro Untersuchungen in 
den Zelllinien MCF7 und MDA-MB231 sollten dazu dienen, die funktionellen Charakte-
ristika dieses Gens genauer zu analysieren. Ergebnisse diese Studien tragen dazu bei, die 
Bedeutung von FOXM1 als Biomarker humaner Brustkrebserkrankungen genauer zu defi-
nieren und sein Prognosepotential zu klassifizieren. 
 
3.3.1 Erhöhte FOXM1 mRNA Expressionswerte in humanen 
Brustzelllinien 
Einleitend wurde zunächst die FOXM1 mRNA Expression in humanen benignen und ma-
lignen Brustzelllinien mittels quantitativer Realtime RT-PCR untersucht.  
 
FOXM1 
(150 bp)
R
el
at
iv
e 
FO
X
M
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
10
0 
bp
 M
ar
ke
r
M
D
A
-M
B
23
1
H
2O
H
M
EC
M
C
F1
0A
M
C
F1
2A
B
T2
0
SK
B
R
3
M
D
A
-M
B
46
8
M
D
A
-M
B
43
5s
M
D
A
-M
B
23
1
ZR
75
-1
T4
7D
M
C
F7
20
10
8
5
3
0
ER- ER+
R
el
at
iv
e 
FO
X
M
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
10
0 
bp
 M
ar
ke
r
M
D
A
-M
B
23
1
H
2O
H
M
EC
M
C
F1
0A
M
C
F1
2A
B
T2
0
SK
B
R
3
M
D
A
-M
B
46
8
M
D
A
-M
B
43
5s
M
D
A
-M
B
23
1
ZR
75
-1
T4
7D
M
C
F7
 
Abb. 3.17: FOXM1 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Semiquantitative Realtime RT-PCR Analysen wurden mit revers transkribierter RNA aus benignen (weiße 
Balken) und malignen Brustzelllinien (schwarze Balken) durchgeführt. Es zeigte sich ein signifikanter Ex-
pressionsunterschied zwischen der FOXM1 mRNA Expression in benignen und malignen Brustzelllinien 
(P = 0,048; U-Test). Eine Einteilung der Zelllinien anhand ihres Östrogenrezeptorstatus (ER- = negativ; 
ER+ = positiv) zeigte jedoch keinen Bezug zu entsprechenden FOXM1 Expressionsdaten (P = 0,655; Mann-
Whitney U-Test). Die Expression wurde normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in Rela-
tion zur FOXM1 mRNA Expression in HMEC Zellen (= 1) gesetzt. Eine zusätzliche gelelektrophoretische 
Auftrennung der Amplifikate für FOXM1 in einem 2 % Agarosegel diente dem Nachweis der Primerspezifi-
tät. H2O, Wasserkontrolle. 
 
Wie in Abb. 3.17 dargestellt, exprimieren die getesteten Brustkrebszelllinien (BT20, 
SKBR3, MDA-MD468, MDA-MB435s, MDA-MB231, ZR75-1, T47D und MCF7) signi-
fikant höhere Mengen an FOXM1 mRNA als die benignen Zelllinien (MCF10A und 
MCF12A) (P = 0,048; U-Test). Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen einer 
FOXM1 Überexpression und dem Vorhandensein des Östrogenrezeptors alpha im analy-
sierten Kollektiv festgestellt werden.  
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3.3.2 Erhöhte FOXM1 mRNA Expressionswerte in primären 
Mammakarzinomen 
Um die Expressionsdaten aus dem untersuchten Zelllinienkollektiv zu validieren, wurde in 
einer weiteren Studie ein Set aus primären Mammakarzinomen (T; n = 25) auf die mRNA 
Expression von FOXM1 hin untersucht. Diese Untersuchung sollte dazu dienen das mRNA 
Expressionsprofil des Transkriptionsfaktors FOXM1 auch innerhalb humaner Brustgewebe 
genauer zu charakterisieren. Die Ergebnisse dieser Analysen stimmten mit den bisherigen 
Daten zu FOXM1 überein. Auch in den analysierten primären Mammakarzinomen war 
eine Aufregulation von FOXM1 im Vergleich zu den benignen Brustgeweben (N; n = 12) 
festzustellen. Die mediane Aufregulation von FOXM1 in Tumorgeweben im Vergleich zu 
den analysierten Normalgeweben betrug 8,7. Expressionsunterschiede zwischen den bei-
den Vergleichsgruppen waren statistisch signifikant (P = 0,029; Mann-Whitney U-Test). 
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Abb. 3.18: FOXM1 mRNA Expression in primären Mammakarzinomen 
Die FOXM1 mRNA Expression wurde in einem Kollektiv aus Paraffin eingebetteten primären Mammakarzi-
nomen (T; n = 25) im Vergleich zu einem Set aus Normalgeweben (N; n = 12) untersucht. Eine starke Aufre-
gulation der FOXM1 mRNA Expression in humanen Mammakarzinomen war zu beobachten. Expressions-
werte für FOXM1 wurden normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression.  
 
3.3.3 Erhöhte FOXM1 Proteinexpressionswerte in primären 
Mammakarzinomen 
Anhand eines umfangreichen TMAs (n = 250; Kap. 2.1.1) wurde anschließend auch die 
Proteinexpression von FOXM1 in humanen Brusttumoren sowie Normalgeweben unter-
sucht und mittels IRS nach Remmele und Stegner (1987) beschrieben (Remmele und  
Stegner, 1987). Die Expressionsdaten zeigten, dass FOXM1 sowohl im Nukleus als auch 
im Zytoplasma humaner Brustdrüsenepithelzellen aus benignen und malignen Geweben 
exprimiert wird (Abb. 3.19). Innerhalb des Bindegewebes sowie in Gefäßen der Brust war 
keine Expression von FOXM1 detektierbar. Die gemessene nukleäre FOXM1 Proteinex-
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pression innerhalb der Normalgewebe war meist schwächer als in den analysierten Tumo-
ren. Abb. 3.19 (A, B) zeigt einen typischen Ausschnitt eines analysierten Normalgewebes 
mit sehr schwacher FOXM1 Expression im Zytoplasma (IRS = 1) und ebenfalls schwacher 
Expression im Kern (IRS = 4). In fortgeschrittenen Stadien der analysierten DCIS (Abb. 
3.19 C, D) war im Vergleich zu den analysierten Normalgeweben nur eine leicht erhöhte 
nukleäre FOXM1 Expression zu detektieren (IRS = 2), während die FOXM1 Expression 
im Zytoplasma höhere Level erreichte (IRS = 9). In invasiven Brustkarzinomen (Abb. 3.19 
E, F; duktaler Typ) war im Vergleich zu den Normalgeweben und den DCIS eine abundan-
te FOXM1 Expression häufig sowohl im Nukleus (IRS = 3) als auch im Zytoplasma fest-
zustellen (IRS = 12). In tubulären Mammakarzinomen (Abb. 3.19 G, H), einer selteneren 
Variante invasiver Karzinome mit einer im Vergleich zu den invasiv duktalen Mammakar-
zinomen günstigeren Überlebensprognose, war die detektierte FOXM1 Expression sowohl 
im Nukleus als auch im Zytoplasma schwächer (IRS für bei = 3) als in den meisten analy-
sierten IDC und gleichzeitig stärker als in den meisten analysierten Normalgeweben. Ins-
gesamt konnte eine nukleäre Expression des Trankriptionsfaktors FOXM1 in 87 % 
(187/204) aller auf dem TMA analysierten Mammakarzinome und in 42 % (19/46) aller 
analysierten Normalgewebe detektiert werden. Der mediane nukleäre IRS in Mammakar-
zinomen war zudem stärker (IRS = 3) als der nukleäre IRS für die analysierten Normalge-
webe (IRS = 0).  
 
Abb. 3.19: FOXM1 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom 
A und B zeigen einen charakteristischen Ausschnitt aus humanem Mammanormalgewebe mit relativ schwa-
cher FOXM1 Expression im Nukleus (IRS = 1) und ebenfalls schwacher FOXM1 Expression im Zytoplasma 
(IRS = 4). In C und D ist ein hoch differenziertes DCIS gezeigt mit etwas stärkerer FOXM1 Expression im 
Nukleus (IRS = 2) und sehr starker FOXM1 Expression im Zytoplasma (IRS = 9). In IDC im Vergleich zu 
den normalen Brustgeweben und DCIS, ist die detektierte FOXM1 Expression sowohl im Nukleus (IRS = 3) 
als auch im Zytoplasma häufig stärker (E und F). In tubulären Brustkarzinomen, einer seltenen Variante 
invasiver Mammakarzinome, die mit einer günstigeren Überlebensprognose für die Patienten einhergehen, ist 
die FOXM1 Proteinexpression schwächer als in den meisten IDC, jedoch stärker als in den meisten analysier-
ten Normalgeweben (G und H). Vergrößerungen: A, C, E, G: x400; B, D, F, H: x100. 
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3.3.4 Klinische Relevanz einer FOXM1 Überexpression im 
humanen Mammakarzinom 
Nachdem eine deutliche Überexpression von FOXM1 im Mammakarzinom in vorange-
gangenen Studien gezeigt worden war, wurde nachfolgend untersucht, ob diese Überex-
pression von klinischer Relevanz für das humane Mammakarzinom war. Für die statisti-
sche Analyse von FOXM1 wurde die nukleäre Expression in Betracht gezogen, da 
FOXM1 ein Transkriptionsfaktor ist, dessen biologische Funktion vor allem im Nukleus zu 
lokalisieren ist. Dazu wurde das vorhandene Tumorkollektiv der nukleären Expression 
nach, orientiert am Median der FOXM1 Expression in Mammatumoren, in zwei Gruppen 
dichotomisiert (1. positiv für nukleäre FOXM1 Expression, IRS ≥ 2; 2. negativ für nukleä-
re FOXM1 Expression, IRS = 0 und IRS = 1). Anschließend wurden Korrelationsanalysen 
mittels Kontingenz-Tabellen zwischen der FOXM1 Expression und entsprechenden klini-
ko-pathologischen Parametern unter Anwendung des Fisher`s Exact Test durchgeführt 
(Tab. 3.6). Die nukleäre Expression von FOXM1 zeigte eine leichte Assoziation zum Ös-
trogenrezeptorstatus (P = 0,085), jedoch nicht zum Progesteronrezeptorstatus der analysier-
ten Gewebe (P = 0,702). Des Weiteren wurde eine signifikante Assoziation zwischen der 
FOXM1 Expression im Nukleus und einer Überexpression des HER2-Rezeptors, der mit-
tels IHC analysiert wurde, festgestellt (Dako Score 3+; P = 0,045). Es konnten keine weite-
ren Assoziationen zwischen der Expression von FOXM1 und den Faktoren Tumorstadium, 
Lymphknotenbefall, histologischem Grad, der Fokalität sowie dem histologischen Typ des 
Tumors festgestellt werden. Auch für FOXM1 wurde keine Korrelationsanalyse mit dem 
Faktor „Krankheitsstadium“ (Wittekind, 2002) durchgeführt. 
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Variable  FOXM1 IRS Nukleus a  0-1 vs 2-12 
  n b  negat iv  pos i t iv  P-Wert c  
Kliniko-pathologische Parameter: 
Tumorgrößed     
 pT1 61 18 43 
0.339  pT2 
96 27 69 
 pT3 14 1 13 
 pT4 28 9 19 
Nodalstatusd     
 pN0 55 28 61 0.425 
 pN1-3 139 27 78 
Histologischer Gradd     
 G1 22 10 12 
0.146  G2 90 25 65 
 G3 87 21 66 
Multifokalität     
 unifokaler Tumor 174 48 126 0.820 
 multifokaler Tumor 27 8 19 
Histologischer Typ     
 duktal 165 48 117 
0.133  lobulär 15 1 14 
 andere 18 6 12 
Östrogenrezeptor-Status     
 negativ 57 9 48 0.085 
 positiv 103 29 74 
Progesteronrezeptor-Status     
 negativ 115 27 88 0.702 
 positiv 53 14 39 
HER2-Status (IHC)     
 negativ (0-2+) 154 45 109 0.045 
 positiv (3+) 18 1 17 
aFOXM1 nukleäre Immunreaktivität: negativ = IRS 0-1, positiv = IRS 2-12. bWeibliche Patientinnen mit primärem, 
unilateralem, invasivem Mammakarzinom. cFisher`s Exact Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt 
(P < 0,05). dUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 2002. IHC, Immunhistochemie. 
Tab. 3.6: Kliniko-pathologische und immunhistochemische Parameter in Korrelation zur nukleären 
Immunreaktivität von FOXM1 (Bektas et al., 2008) 
 
Im Anschluss an diese Analysen wurde ein möglicher Zusammenhang zwischen einer 
Überexpression von FOXM1 und verkürzten Überlebenszeiten der Patientinnen analysiert. 
Unter Anwendung der Kaplan-Meier Funktion (Kaplan und Meier, 1958) wurden die 
FOXM1 Proteinexpression sowie alle anderen bekannten kliniko-pathologischen Parame-
ter ebenfalls auf eine Korrelation zu veränderten rezidivfreien Überlebens- und Gesamt-
überlebenszeiten des Patientenkollektives analysiert (Tab. 3.7).  
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Variable  GÜ RFÜ 
  n a  Ere ignisse  P-Wert b  n a  Ere ignisse  P-Wert b  
Kliniko-pathologische Parameter: 
Tumorgrößec       
 pT1 61 11 
0,001 
59 14 
<0,001  pT2 
96 34 93 43 
 pT3 14 5 13 7 
 pT4 28 17 26 18 
Nodalstatusc       
 pN0 89 15 <0,001 
87 17 
<0,001 
 pN1-3 105 46 102 60 
Histologischer Gradc       
 G1 22 5 
0,003 
21 6 
0,001  G2 90 23 86 29 
 G3 87 39 85 46 
Multifokalität       
 unifokaler Tumor 174 55 0,165 
168 70 
0,348 
 multifokaler Tumor 27 12 25 12 
Histologischer Typ       
 duktal 165 53 
0,333 
162 70 
0,494  lobulär 15 8 13 6 
 andere 18 6 16 5 
Östrogenrezeptor-Status       
 negativ 57 24 0,027 
57 29 
0,057 
 positiv 103 27 99 33 
Progesteronrezeptor-Status       
 negativ 115 49 0,001 
109 52 
0,015 
 positiv 53 8 53 14 
HER2-Status (IHC)       
 negativ (0-2+) 142 42 0,055 
135 53 
0,120 
 positiv (3+) 31 14 31 16 
FOXM1 IHCd       
 negativ (IRS 0-1) 56 14 0,110 
54 23 
0,288 
 positiv (IRS 2-12) 146 53 140 59 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bFisher`s Exact Test. Signifikante P-
Werte sind in Fettschrift dargestellt (P < 0,05). cUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 2002. dFOXM1 nukleäre 
Immunreaktivität: negativ = IRS 0-1, positiv = IRS 2-12. IHC, Immunhistochemie. 
Tab. 3.7: Univariate Analyse kliniko-pathologischer Faktoren und FOXM1 Proteinexpression im Bezug 
zu RFÜ und GÜ 
 
Das verwendete Kollektiv zeigte erwartungsgemäß eine repräsentative Charakteristik an 
Mammakarzinom-Patientinnen. Um den Einfluss einer FOXM1 Überexpression auf die 
Überlebensprognose der Patienten zu untersuchen, wurden Überlebenswahrscheinlichkei-
ten der Patienten univariat unter Beachtung der immunhistochemischen Daten berechnet. 
Die Ergebnisse dieser Analysen zeigten, dass Brustkrebspatientinnen mit einer nukleären 
Überexpression von FOXM1 Tumor (IRS ≥ 2) Trends zu einer verkürzten Gesamtüberle-
bensdauer aufweisen (P = 0,110) (Abb. 3.20 A und Tab. 3.7). Es konnte jedoch kein signi-
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fikanter Zusammenhang zwischen einer FOXM1 Überexpression und einem verkürzten 
rezidivfreien Überleben festgestellt werden (Tab. 3.7).  
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Abb. 3.20: Überlebensanalyse in Bezug zur FOXM1 Proteinexpression in humanen Mammakarzino-
men 
In A ist der Zusammenhang zwischen einer FOXM1 Überexpression und der Überlebenszeit der betroffenen 
Patientinnen dargestellt. Frauen mit einer verstärkten FOXM1 Proteinexpression im Tumor (schwarze Kurve) 
haben ein durchschnittlich kürzeres rezidivfreies Überleben als solche mit einer schwächeren FOXM1 Ex-
pression im Tumor (blaue Kurve) (P = 0,110; Log-Rank-Test). (B) Im Hinblick auf das rezidivfreie Überle-
ben der Patientinnen konnte kein signifikanter Zusammenhang zu einer erhöhten FOXM1 Expression festge-
stellt werden (P = 0,288; Log-Rank-Test). Kreuze markieren zensierte Fälle. 
 
3.3.5 Posttranskriptionelle Stilllegung von FOXM1 mittels 
RNAi-Behandlung 
In der vorliegenden Studie sollte die RNAi Technologie genutzt werden (Kap. 2.13.5), um 
FOXM1 posttranskriptional zu inhibieren und so die funktionellen Eigenschaften dieses 
Transkriptionsfaktors für das Zellwachstum genauer zu definieren. Dazu wurde in den hu-
manen Adenokarzinom Zelllinien MCF7 und MDA-MB231 (in vitro) eine transiente Gen-
suppression mittels siRNA erzeugt. Zwei unterschiedliche FOXM1 siRNA Sequenzen 
wurden eingesetzt (Kap. 2.9.6), um eine erhöhte Stabilität der FOXM1 mRNA Stilllegung 
zu erreichen. Die Transfektionseffizienz wurde zunächst mittels fluoreszenzmarkierter 
Negativ siRNA-Kontrollen überprüft, die keinerlei Homologie zum menschlichen Genom 
besitzen. Nach Transfektion der Zellen mit diesen Negativkontrollen konnte die Aufnah-
meeffizienz der siRNA in die Zellen mit Hilfe eines geeigneten Fluoreszenzmikroskops 
analysiert werden. Im Zuge aller siRNA Behandlungen innerhalb dieser Arbeit wurden 
Negativkontrollen mitgeführt, um die Effizienz der Transfektion zu überprüfen. 
Abb. 3.21 zeigt die erfolgreiche Aufnahme fluoreszenzmarkierter Negativ siRNAs in die 
Zelllinie MCF7. Die Transfektionseffizienz für beide Zelllinien betrug zwischen 80 und 
90 %.  
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MCF7 Wildtyp                                                    MCF7 Negativ siRNA
 
Abb. 3.21: Transiente Transfektion der humanen Adenokarzinomzelllinien MCF7 mit fluoreszenzmar-
kierten Negativ siRNAs 
Zur Ermittlung der Transfektionseffizienz und zur gleichzeitigen Vermeidung von Nebeneffekten der Trans-
fektion auf das Versuchsergebnis wurden in allen Versuchsanordnungen Negativ siRNAs zur Kontrolle mit-
geführt, deren Sequenzen keinerlei Homologie zum menschlichen Genom aufwiesen. Über eine Fluores-
zenzmarkierung dieser siRNAs (Alexa Fluor 488) konnte man die Effizienz der Transfektion mit Hilfe eines 
geeigneten Fluoreszenzmikroskops analysieren. Die Transfektionseffizienz für beide Zelllinien MCF7 und 
MDA-MB231 betrug zwischen 80 und 90 %. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 
 
Um den Effekt der Transfektion auf die mRNA Expression der Zelllinien zu überprüfen 
wurden im Anschluss an die transiente Transfektion quantitative Realtime RT-PCR Analy-
sen durchgeführt. In unterschiedlichen Zeitabständen nach Transfektion (48, 96 und 120 h) 
wurden entsprechende RNA Isolate aus den Zellen gewonnen und die FOXM1 mRNA 
Expression gemessen. In Abb. 3.22 sind die Ergebnisse aus diesen Analysen dargestellt. In 
MCF7 Zellen zeigte sich bereits nach 48 h eine deutliche Herabregulation der FOXM1 
mRNA Expression. Nach weiterer Behandlung der Zellen konnte man nach 96 h und 120 h 
bereits einen totalen Verlust der FOXM1 mRNA Expression innerhalb dieser Zelllinie be-
obachten.  
Um eine dauerhafte Wirkung der FOXM1 spezifischen siRNAs zu erzielen, wurden ent-
sprechende Zelllinien im Abstand von jeweils zwei Tagen erneut transfiziert. Auch die 
Zelllinie MDA-MB231 zeigte bereits 48 h nach Transfektion einen deutlichen Rückgang 
der FOXM1 mRNA Expression. Dieser war jedoch nicht so ausgeprägt wie in den MCF7 
Zellen. Nach weiteren Inkubationsabständen konnte der FOXM1 mRNA Knockout jedoch 
auch in diesen Zellen weiter gesteigert werden. Es stellte sich jedoch auch nach 120 h In-
kubation mit entsprechenden siRNAs kein vollständiger Knockout der FOXM1 mRNA 
Expression ein. 
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Abb. 3.22: FOXM1 mRNA Knockdown nach transienter Transfektion mit siRNAs 
Der Effekt der siRNA Behandlung in den Zelllinien MCF7 (A) und MDA-MB231 (B) wurde mittels quanti-
tativer Realtime RT-PCR gemessen. Nach 48, 96 und 120 h wurde die FOXM1 mRNA Expression in unbe-
handelten Wildtyp Zellen (WT), in Zellen nach Transfektion mit Negativ siRNA (Neg) und in Zellen nach 
Transfektion mit zwei unterschiedlichen FOXM1 spezifischen siRNAs (FOXM1 siRNA) gemessen. Sowohl 
in der Zelllinie MCF7 als auch in der Zelllinie MDA-MB231 war ein deutlicher Rückgang der FOXM1 Ex-
pression zu beobachten. Expressionswerte für FOXM1 wurden normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA 
Expression und in Relation zu den Expressiondaten der entsprechenden Wildtyp Zellen 48 h nach Transfekti-
on (= 1) gesetzt. 
 
Um den Effekt der FOXM1 mRNA Inhibition auf die Proteinexpression von FOXM1 zu 
überprüfen, wurden in einem weiteren Schritt Westernblot-Analysen am gleichen Zellli-
nien Kollektiv durchgeführt. Der Antikörper für diese Analysen (FOXM1 (C-20) sc-502; 
Santa Cruz) war zuvor bereits etabliert worden und wies eine hohe Spezifität gegenüber 
FOXM1 auf. Abb. 3.23 zeigt die Ergebnisse der Westernblot-Analysen. Für die Zelllinie 
MCF7 (A) zeigte sich bereits nach 48 h ein starker Rückgang der FOXM1 Expression auf 
Proteinebene. Nach jeweils 96 h und 120 h Inkubation mit den FOXM1 spezifischen siR-
NAs war nur noch eine sehr schwache FOXM1 Proteinbande sichtbar. Somit war eine 
stabile Stilllegung der FOXM1 Expression durch Inkubation mit geeigneten FOXM1 siR-
NAs gezeigt worden.  
Auch für die Zelllinie MDA-MB231 war ein Rückgang der FOXM1 Proteinexpression 
nach transienter Transfektion mit FOXM1 siRNAs sichtbar. Im Gegensatz zur Zelllinie 
MCF7 war der FOXM1 Knockdown in MDA-MB231 jedoch nicht so stark (96 h und 
120 h Zeitraum in Abb. 3.23 B).  
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Abb. 3.23: FOXM1 Protein Knockdown nach transienter Transfektion mit siRNAs 
Der Effekt der siRNA Behandlung in den Zelllinien MCF7 (A) und MDA-MB231 (B) auf die FOXM1 Prote-
inexpression wurde mittels Westernblot-Analysen gemessen. Nach 48, 96 und 120 h wurde die FOXM1 
Proteinexpression in unbehandelten Wildtyp Zellen (WT), in Zellen nach Transfektion mit Negativ siRNA 
(Neg) und in Zellen nach Transfektion mit zwei unterschiedlichen FOXM1 spezifischen siRNAs (FOXM1 
siRNA) bestimmt. Sowohl in der Zelllinie MCF7 als auch in der Zelllinie MDA-MB231 war ein deutlicher 
Rückgang der FOXM1 Proteinmenge zu beobachten. ß-Actin wurde als Positivkontrolle mitgeführt.  
 
Zur quantitativen Beurteilung der Westernblot Ergebnisse wurden diese anschließend als 
standardisierte Schwarz-Weiß-Bilder mit dem Programm ImageQuant TL densitometrisch 
ausgewertet. Aus Abb. 3.24 geht eindeutig hervor, dass es in den MCF7 Zellen zu einem 
stärkeren Rückgang der FOXM1 Proteinexpression kam als in den MDA-MB231 Zellen. 
Mittelt man die Proteinexpressionswerte der Zellen (WT vs Neg vs FOXM1 siRNA) zu 
den unterschiedlichen Messpunkten (48, 96 und 120) und setzt die transfizierten Zellen 
(FOXM1 siRNA) ins Verhältnis zu den Negativkontrollen (Neg), so kam es bei der Zellli-
nie MCF7 zu einem durchschnittlichen Rückgang der FOXM1 Proteinexpression von 90 % 
und bei der Zelllinie MDA-MB231 zu einem Rückgang von 52 %. Dementsprechend wur-
de die Zelllinie MCF7 als Modell für die nachfolgenden funktionellen Analysen zu 
FOXM1 genutzt.  
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Abb. 3.24: Densitometrische Auswertung des FOXM1-Protein-Knockdowns 
Westernblot Ergebnisse zu den siRNA Transfektanten der Zelllinien MCF7 (A) und MDA-MB231 (B) wur-
den als standardisierte Schwarz-Weiß-Bilder mit dem Programm ImageQuant TL densitometrisch ausgewer-
tet. Mittelwerte der Proteinexpression in Negativkontrollen und FOXM1 siRNA Transfektanten wurden aus 
drei analysierten Zeiträumen (48, 96 und 120 h) ermittelt und ins Verhältnis gesetzt. In MCF7 Zellen kam es 
zu einem durchschnittlichen Rückgang der FOXM1 Proteinexpression von 90 % und in MDA-MB231 Zellen 
kam es zu einem Rückgang der Proteinexpression um 52 %. 
 
3.3.6 FOXM1 beeinflusst Wachstumseigenschaften von Zellen 
in vitro 
Nachfolgend wurden in vitro Analysen an der Mamma Adenokarzinom Zelllinie MCF7 
durchgeführt, um die funktionellen Eigenschaften des Transkriptionsfaktors FOXM1 ge-
nauer zu bestimmen. Anhand allgemeiner Wachstumskurven sowie mit Hilfe eines      
Zellproliferations-(XTT)- und eines Adhäsionsassays sollten die Auswirkungen der 
FOXM1 siRNA Behandlung auf die Wachstumseigenschaften dieser Zelllinie genauer 
analysiert werden.  
 
3.3.6.1 Herabregulation der FOXM1 mRNA Expression: Korrelation zu 
vermindertem Zellwachstum 
Um in einem ersten Ansatz das Wachstumsverhalten der transfizierten Zellen zu untersu-
chen, wurden diese nach dem Ablösen mit Trypsin/EDTA in entsprechende Kavitäten ei-
ner 6-Loch-Mikrotiterplatte ausgesät. Anschließend wurden unbehandelte Wildtyp Zellen 
(WT), Negativkontrollen (Neg) und FOXM1 siRNA Transfektanten im 24 h Rhytmus mit-
tels Trypsin abgelöst und in einer Neubauerzählkammer ausgezählt. Lebende Zellen wur-
den anhand einer Trypanblaubestimmung von toten Zellen unterschieden und in die Ver-
suchsreihe aufgenommen. Die dargestellten Wachstumskurven zeigen, dass es bereits nach 
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96 h zu einem starken Rückgang der Zelllproliferation in den transfizierten Zellen kommt, 
während die unbehandelten MCF7 Zellen und die Negativkontrollen logarithmische 
Wachstumseigenschaften zeigen (Abb. 3.25 A). Transfektanten mit verminderter FOXM1 
Expression zeigen 120 h nach Beginn der siRNA Behandlung einen signifikanten Rück-
gang der Proliferationsrate um 39 % im Vergleich zu unbehandelten WT Zellen (P = 0,02; 
Mann-Whitney U-Test).  
Um den Effekt der siRNA Behandlung auf die FOXM1 Proteinexpression während der 
gesamten Versuchsdauer zu überprüfen, wurden zusätzlich Proteinlysate zu verschiedenen 
Zeitpunkten gewonnen und für Westernblot-Analysen genutzt (Abb. 3.25 B). Eine erfolg-
reiche Stilllegung der FOXM1 Proteinexpression konnte über die gesamte Versuchsdauer 
bestätigt werden.  
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Abb. 3.25: Wachstumskurve der Mammaadenokarzinom Zelllinie MCF7 nach transienter Transfekti-
on mit FOXM1 spezifischen siRNAs 
In A sind die Effekte einer FOXM1 Suppression auf die Wachstumseigenschaften der Zelllinie MCF7 ge-
zeigt (Mittelwerte aus jeweils drei Ansätzen). Zellproliferationseigenschaften wurden mittels Wachstumskur-
ven dargestellt. Die Stilllegung der FOXM1 Expression führte nach längeren Inkubationszeiten (120 h) zu 
einem signifikanten Rückgang der Zellproliferation und dem Absterben einiger Zellen (Start: 1x 105 Zellen 
bei t = 0; P = 0,02; Mann-Whitney U-Test). Mittels Westernblot-Analysen (in B) wurde die FOXM1 Protein-
expression in unbehandelten Wildtyp Zellen (WT), in Zellen nach Transfektion mit Negativ siRNA (Neg) 
und in Zellen nach Transfektion mit zwei unterschiedlichen FOXM1 spezifischen siRNAs (FOXM1 siRNA) 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach siRNA-Behandlung bestimmt.  
 
3.3.6.2 Herabregulation der FOXM1 mRNA Expression: Korrelation zu 
verminderter Zellvitalität 
Zur weiteren Analyse des FOXM1-Knockout Effektes wurde ein Zellproliferations-(XTT)-
Assay mit transfizierten MCF7 Zellen durchgeführt. Dieser Assay basiert auf der von mi-
tochondrialen Dehydrogenasen katalytischen Reduktion des Tetrazolium Derivates XTT in 
metabolisch aktiven Zellen. Der Anteil metabolisch aktiver Zellen wurde mittels eines 
ELISA-Readers quantifiziert. Auch in diesen Studien wurden Wildtyp Zellen (WT), Nega-
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tivkontrollen (Neg) und FOXM1 transfizierte MCF7 Zellen (FOXM1 siRNA) miteinander 
verglichen (Abb. 3.26). Die Ergebnisse zeigen, dass es bereits am vierten Tag nach Sup-
pression der FOXM1 Expression in den siRNA Transfektanten zu einer 25 % Reduktion 
des Anteils vitaler Zellen kam. Unterschiede zwischen siRNA Transfektanten und WT 
Zellen bzw. Neg Kontrollen waren statistisch signifikant (P < 0,001; Mann-Whitney U-
Test). Die höchste Rate vitaler Zellen konnte bei den WT Zellen beobachtet werden. Auch 
innerhalb dieser Studie wurde mittels Westernblot-Analyse ein erfolgreicher FOXM1-
Protein-Knockdown nach Transfektion mit entsprechenden siRNAs gezeigt (Ergebnisse 
hier nicht dargestellt).  
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Abb. 3.26: Wachstumskurve der Mammaadenokarzinom Zelllinie MCF7 nach transienter Transfekti-
on mit FOXM1 spezifischen siRNAs 
Effekte unterschiedlicher Zellzahlen auf die Farbzusammensetzung nach eins-, zwei-, drei- und viertägiger 
Transfektion mit siRNA und anschließender Behandlung mit XTT-Reagenz. Aufgetragen sind Mittelwerte 
aus jeweils sechs Ansätzen. Nach Stilllegung der FOXM1 Expression mittels siRNA Behandlung (FOXM1 
siRNA) ist die Rate an vitalen MCF7 Zellen signifikant verringert (P < 0,001; Mann-Whitney U Test). Im 
direkten Vergleich der prozentualen Anteile vitaler Zellen in den Gruppen der transfizierten MCF7 Zellen 
und entsprechenden Negativkontrollen, ergab sich nach einem Zeitraum von vier Tagen eine Gesamtdiffe-
renz von 25 %.  
 
3.3.6.3 Herabregulation der FOXM1 mRNA Expression: Korrelation zu 
verminderter Zelladhäsion 
Der Einfluss des FOXM1 mRNA Knockdowns auf die Zell-Matrix-Adhäsion wurde mit-
tels eines Adhäsions-Assays evaluiert. Bisherige Ergebnisse hatten bereits gezeigt, dass es 
im Zuge einer 96 stündigen Inkubation der MCF7 Zellen mit spezifischen FOXM1 siRNAs 
zu einem stabilen Rückgang der FOXM1 Proteinexpression kam. Dementsprechend wurde 
dieser Assay 96 h nach Transfektionsbeginn durchgeführt. Um der in vivo Situation zu 
entsprechen, wurden die Zellkulturschalen bestehend aus Tissue culture polysterol (TCPS) 
mit MatrigelTM (10 µg/ml) beschichtet, welches mit Komponenten wie Laminin und Kol-
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lagen IV die natürliche Basalmembran simulieren sollte. Wildtyp Zellen (WT), Negativ-
kontrollen (Neg) und transfizierte MCF7 Zellen (FOXM1 siRNA) wurden ausgesät und 
nach 30 min Inkubation wurden nicht adhärente Zellen über mehrere Waschschritte ent-
fernt. 
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Abb. 3.27: Adhäsionsassay an MCF7 Zellen nach transienter Transfektion (96 h) mit FOXM1 spezifi-
schen siRNAs 
Graphische Darstellung der Adhäsionsrate (in %) von MCF7 Wildtyp Zellen (WT), Negativkontrollen (Neg) 
und transfizierten Zellen (FOXM1 siRNA). Aufgetragen sind Mittelwerte aus jeweils drei Ansätzen. 48 h 
nach Stilllegung der FOXM1 Expression zeigten die transfizierten Zellen eine um 33 % reduzierte Zell-
Matrix-Adhäsion im Vergleich zu den Negativkontrollen.  
 
Die Auswertung ist in Abb. 3.27 graphisch dargestellt und zeigt, dass eine Stilllegung von 
FOXM1 die Zell-Matrix-Adhäsion der Zellen deutlich beeinflusst. Dabei weisen die trans-
fizierten Zellen gegenüber den Negativkontrollen eine um 33 % verringerte Zell-Matrix-
Adhäsion auf. Unterschiede in der Zell-Matrix-Adhäsion zwischen den siRNA Transfek-
tanten und WT Zellen bzw. Neg Kontrollen waren statistisch signifikant (P = 0,002; Mann-
Whitney U-Test). 
 
3.3.7 Aurora B Kinase und Cyclin B1 kommen als mögliche 
Zielgene der FOXM1 Wirkung in humanen Brustkrebs-
zelllinien in Frage 
Die vorangegangenen Studien hatten eine deutliche Überexpression von FOXM1 in huma-
nen Brusttumoren gezeigt, die signifikant mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelier-
te. In vitro Experimente deuteten zudem auf eine funktionelle Bedeutung von FOXM1 für 
die Wachstumseigenschaften humaner Brusttumorzelllinien. Um die molekularen Signal-
wege dieses Gens genauer zu analysieren, sollten Cyclin B1 und Aurora B Kinase als mög-
liche stromabwärts gelegene Zielgene einer FOXM1 Wirkung untersucht werden. Beide 
Gene gelten als bedeutende Regulatoren des Zellzyklus und eine Überexpression von Cyc-
lin B1 und Aurora B Kinase wurde bereits in unterschiedlichen humanen Tumorentitäten 
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beobachtet (Katayama et al., 2003; Suzuki et al., 2007; Wolgemuth, 2008). Um erstmals 
mögliche Abhängigkeiten zwischen der Expression dieser Gene und dem Transkripti-
onsprofil von FOXM1 auch innerhalb der humanen Brusttumorgenese zu überprüfen wur-
den quantitative Realtime RT-PCR Analysen in einem Kollektiv aus humanen Brustzellli-
nien und in Brustkrebszelllinien nach Stilllegung der FOXM1 Expression mittels RNA 
Interferenz durchgeführt.  
 
3.3.7.1 Erhöhte mRNA Expressionswerte für FOXM1, Aurora B Kinase 
und Cyclin B1 in humanen Brustzelllinien 
Um die mRNA Expression von FOXM1, Aurora B Kinase und Cyclin B1 miteinander zu 
vergleichen, wurde zunächst ein Set aus zwei benignen Brustzelllinien (MCF10A und 
MCF12A) und sechs malignen Brustzelllinien (BT20, SKBR3, MDA-MB435s, ZR75-1, 
T47D und MCF7) mittels Realtime RT-PCR untersucht (Abb. 3.28). Die Ergebnisse dieser 
Studien zeigten, dass die Expression von Aurora B Kinase und Cyclin B1 signifikant mit 
der Expression von FOXM1 innerhalb der untersuchten Zelllinien korrelierte (P < 0,001 
und P < 0,001; Fisher`s Exact Test). Für Aurora B Kinase und Cyclin B1 zeigte sich zu-
dem eine erhöhte mRNA Expression in den malignen Zelllinien im Vergleich zu den be-
nignen Linien MCF10A und MCF12A. Die Ergebnisse der FOXM1 mRNA Studie waren 
in Übereinstimmung mit den vorhergehenden Resultaten aus Realtime RT-PCR Untersu-
chungen zu FOXM1 (Kap. 3.3.1).  
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Abb. 3.28: Expression von FOXM1, Aurora B Kinase und Cyclin B1 mRNA in humanen Brustzelllinien 
Semi-quantitative Realtime RT-PCR Analysen wurden mit revers transkribierter RNA aus den benignen 
Brustzelllinien (MCF10A und MCF12A) und den malignen Brustzelllinien (BT20, SKBR3, MDA-MB435s, 
ZR75-1, T47-D und MCF7) durchgeführt. Die Expression von Aurora B Kinase und Cyclin B1 korrelierte 
signifikant mit der Expression von FOXM1 innerhalb der untersuchten Zelllinien (P < 0,001 und P < 0,001; 
Fisher`s Exact Test). Im Vergleich der Expressionswerte (mediane Expression) zwischen benignen und ma-
lignen Brustzelllinien wurde sowohl für Aurora B Kinase als auch für Cyclin B1 eine leichte Aufregulation 
der mRNA Expression in den Tumorzelllinien gefunden (2,4 fach und 1,6 fach). Die Expressionswerte wurde 
normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in Relation zu den jeweiligen mRNA Expressi-
ondaten der entsprechenden Gene in MCF12A Zellen (= 1) gesetzt.  
 
3.3.7.2 Erhöhte mRNA Expressionswerte für FOXM1, Aurora B Kinase 
und Cyclin B1 in FOXM1 siRNA Transfektanten  
Um die Abhängigkeit der Aurora B Kinase und Cyclin B1 mRNA Expression vom 
FOXM1 mRNA Expressionsprofil zu untersuchen, wurden im Folgenden weitere Realtime 
RT-PCR Analysen durchgeführt. Aurora B Kinase und Cyclin B1 mRNA Expressionsda-
ten wurden dazu in den humanen Mammakarzinom Zelllinien MCF7 und MDA-MB231 96 
und 120 h nach Behandlung mit FOXM1 spezifischen siRNAs gemessen (Abb. 3.29). Vo-
rangegangene Analysen hatten gezeigt, dass es innerhalb dieser Zeiträume zu einer stabilen 
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Herabregulation der FOXM1 mRNA Expression kommt (Kap.3.3.5). Der Effekt der 
FOXM1 Stilllegung auf die Expression der potentiellen FOXM1 Zielgene Aurora B Kina-
se und Cyclin B1 sollte im Folgenden betrachtet werden.  
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Abb. 3.29: Aurora B Kinase und Cyclin B1 mRNA Expression inFOXM1 siRNA Transfektanten 
Aurora B Kinase und Cyclin B1 mRNA Expressionsdaten wurden in den humanen Mammakarzinom Zellli-
nien MCF7 und MDA-MB231, 96 und 120 h nach Behandlung mit FOXM1 spezifischen siRNAs analysiert. 
Die bivariate Analyse der Expressionsdaten von FOXM1 und Aurora B Kinase ergab keine signifikanten 
Korrelationen zwischen der Expression dieser beiden Gene (P = 0,494 für MCF7 und P = 0,895 für MDA-
MB231; Fisher`s Exact Test). Die Ergebnisse der mRNA Untersuchungen zu Cyclin B1 ergaben signifikante 
Üereinstimmungen der mRNA Expressionsprofile beider Gene in den analysierten Zelllinien (P = 0,045 für 
MCF7 und P = 0,01 für MDA-MB231; Fisher`s Exact Test).  
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In MCF7 Zellen war 96 und 120 h nach Transfektion ein deutlicher Rückgang der FOXM1 
mRNA zu beobachten. Messungen der Aurora B Kinase Expression in dieser Zelllinie 
zeigten ebenfalls einen leichten Rückgang der Aurora B Kinase mRNA Expression nach 
96 und 120 h. Diese Messungen wurden ebenfalls für die Zelllinie MDA-MB231 durchge-
führt. Innerhalb dieser Zelllinie war nach einem Transfektionszeitraum von 120 h ein 
Rückgang der mRNA Expression sowohl für FOXM1 als auch für Aurora B Kinase zu 
beobachten. Nach einem Zeitraum von 96 h war jedoch keine Übereinstimmung im Ex-
pressionsprofil dieser beiden Gene zu detektieren. Die bivariate Korrelation der Expressi-
onsdaten von FOXM1 und Aurora B Kinase ergab keine signifikanten Korrelationen zwi-
schen diesen beiden Genen (P = 0,494 für MCF7 und P = 0,895 für MDA-MB231; Fis-
her`s Exact Test). Des Weiteren wurde Cyclin B1 als potentielles Zielgen der FOXM1 
Wirkung analysiert. Ein Rückgang der Cyclin B1 Expression war sowohl nach 96 als auch 
nach 120 stündiger Inkubation mit siRNAs in beiden Zelllinien sichtbar. Die Ergebnisse 
der mRNA Untersuchungen zu Cyclin B1 ergaben signifikante Übereinstimmungen der 
mRNA Expressionsprofile beider Gene in den analysierten Zelllinien (P = 0,045 für MCF7 
und P = 0,01 für MDA-MB231; Fisher`s Exact Test). 
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3.4 Charakterisierung der Sfrp1 Funktion in vivo  
Mehrere Publikationen der letzten Jahre postulieren eine Rolle von SFRP1 als zentrales 
Tumorsuppressorgen in einer Reihe solider humaner Tumoren. Ein Verlust der SFRP1 
Expression wurde in nahezu allen humanen Tumorentitäten gezeigt (Caldwell et al., 2004; 
Fukui et al., 2005; Lodygin et al., 2005; Veeck et al., 2006). Auch in humanen Brustkrebs-
erkrankungen wird SFRP1 als wichtiges Tumorsuppressorgen beschrieben (Schlange et al., 
2007; Suzuki et al., 2008). So kommt es in über 70 % aller Mammkarzinome im Zuge ei-
ner Methylierung des SFRP1 Genpromotors zu einem Verlust bzw. zu einer starken Re-
duktion der SFRP1 Genexpression (Klopocki et al., 2004; Ugolini et al., 2001; Veeck et 
al., 2006). Es ist daher von großem klinischen Interesse, die Auswirkungen eines aberran-
ten Sfrp1 Verlustes auch in vivo anhand von Sfrp1-Knockout Mausmodellen näher zu cha-
rakterisieren.  
Aus vorangeganenen Studien ist bereits bekannt, dass der Verlust von Sfrp1 in vivo kein 
vermehrtes Auftreten spontaner Tumoren bedingt (Trevant et al., 2008). Weitergehende 
Untersuchungen deuten jedoch auf veränderte phänotypische Eigenschaften homozygoter 
Sfrp1-Knockout Mäuse hin (Gaur et al., 2005; Gaur et al., 2006; Joesting et al., 2008). Die 
ordnungsgemäße und vollständige Charakterisierung funktioneller Auswirkungen eines 
Sfrp1-Knockouts in vivo dient dem besseren Verständnis dieses Tumorsuppressorgens und 
könnte ebenfalls für die Entschlüsselung krankheitsassoziierter Folgen eines Sfrp1 Verlus-
tes in humanen Brustgeweben von großem Interesse sein. Im Zuge der hier beschriebenen 
Studie wurde zunächst eine Sfrp1-Knockout Mauszucht etabliert. Anschließende Untersu-
chungen innerhalb dieser Linie dienten der Identifizierung weiterer phänotypischer Aus-
wirkung des Sfrp1 Verlustes.  
 
3.4.1 Validierung des Sfrp1-Knockout Mausmodells auf DNA-, 
RNA- und Proteinebene 
Nach ersten Verpaarungen heterozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse wurde die funktionelle 
Inaktivierung ihres Sfrp1 Gens zunächst auf DNA-, RNA- und Proteinebene überprüft. Das 
murine Sfrp1-Gen besteht aus 3 Exonen. In Sfrp1-Knockout Mäusen ist im Zuge eines ho-
mologen Rekombinationsmechanismus Exon 1 durch eine LacZ-Neomycin-Kassette er-
setzt (Abb. 3.30 A; (Joesting et al., 2008). Zur Genotypisierung dieser Mäuse wurde zu-
nächst eine Multiplex-PCR durchgeführt (Kap. 2.9.4). Einzelne Genotypisierungsergebnis-
se sind in Abb. 3.30 B exemplarisch dargestellt. Bei Maus 58 handelt es sich um eine hete-
rozygote Sfrp1-Knockout Maus, bei Maus 59 um eine Wildtyp Maus und Maus 60 ist ho-
mozygot. Auch auf Ebene der mRNA sollte der Knockout des Wildtyp Sfrp1 Allels zu-
nächst bestätigt werden. Im mutierten Allel ist die Sequenz des Sfrp1 Gens direkt unterhalb 
des Startkodons deletiert (Abb. 3.30 A; (Joesting et al., 2008). Exon 1 sowie ein Teil von 
Intron 1 fehlen dementsprechend im mutierten Sfrp1 Allel. Die Lage der Primer zur Detek-
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tion der Sfrp1 mRNA ist in Abb. 3.30 C schematisch dargestellt. Zunächst wurden RNAs 
entsprechender Gewebeproben mittels Realtime RT-PCR auf ihre Sfrp1 mRNA Expression 
hin untersucht. Als interner Standard wurde die Expression des Haushaltsgens Gapdh 
ebenfalls in allen untersuchten Proben gemessen und so die relative Sfrp1 Expression er-
mittelt. Abb. 3.30 C zeigt exemplarisch die Ergebnisse aus Realtime RT-PCR Messungen 
zu Sfrp1 (163 bp) und Gapdh (238 bp) an Nierengeweben. Für alle drei Genotypen wurde 
eine konstante Gapdh Expression gemessen. Eine Expression von Sfrp1 wurde jedoch er-
wartungsgemäß nur in Wildtyp Mäusen und in heterozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen 
gezeigt. In einem weiteren Schritt wurde auf Proteinebene ebenfalls bestätigt, dass Sfrp1 in 
Wildtyp Mäusen, nicht jedoch in homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen exprimiert wird. 
Dazu wurden Proteinlysate aus Prostatageweben homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse und 
Wildtyp Mäuse getestet. Als interne Referenz innerhalb dieser Analysen diente das „house 
keeping“ Protein ß-Aktin. Abb. 3.30 D zeigt exemplarisch die Ergebnisse aus Westernblot-
Analysen für Sfrp1 (37 kDa  ). Eine Expression des Sfrp1 Proteins war lediglich in Prosta-
tageweben aus Wildtyp Mäusen zu beobachten. Zur Überprüfung der Funktionalität des 
inserierten β-Galaktosidase Gens wurden zusätzlich LacZ Färbungen an Nierengeweben 
homozygoter und heterozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse sowie Wildtyp Mäusen durchge-
führt (Abb. 3.30 E). In allen getesteten Geweben homozygoter und heterozygoter Sfrp1-
Knockout Mäuse konnte die Funktionalität des β-Galaktosidase Gens bestätigt werden. 
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Abb. 3.30: Validierung des Sfrp1-Knockout Mausmodells 
(A) Schematische Darstellung des Wildtyp Sfrp1 Allels (WT) sowie des mutierten Sfrp1 Allels (Sfrp1lacZ), 
welches über ein LacZ-Neomycin-Insert verfügt (Joesting et al., 2008). Mittels Multiplex-PCR zur Genotypi-
sierung (B) konnten alle Genotypen (heterozygot (+/-), homozygot (-/-) und Wildtyp (+/+)) identifiziert wer-
den. PCR-Produkte mit einer Länge von 369 bp charakterisieren Amplifikate des Wildtyp Allels. PCR-
Produkte einer Länge von 480 bp präsentieren das mutierte Sfrp1 Allel. In C sind die Ergebnisse aus den 
quantitativen Realtime RT-PCR Analysen exemplarisch dargestellt. Die Expression von Gapdh diente als 
interner Standard und konnte in allen drei Genotypen nachgewiesen werden. Realtime RT-PCR Amplifikate 
für Sfrp1 waren lediglich in Wildtyp Mäusen und heterozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen zu beobachten. (D) 
Westernblot-Analysen zeigten die Expression des Sfrp1 Proteins (37 kDa ) lediglich in Prostatalysaten von 
Wildtyp Mäusen, nicht jedoch in homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen. ß-Actin diente als interner Stan-
dard. LacZ-Färbungen an Nierengeweben aller drei Genotypen (E) dienten dem Nachweis der Funktionalität 
des β-Galaktosidase Konstruktes (blauer Farbniederschlag) in homozygoten und heterozygoten Knockout 
Mäusen, nicht jedoch in Wildtyp Mäusen.  
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3.4.2 Verringertes Körpergewicht homozygoter Sfrp1-
Knockout Mäuse 
Für die Untersuchungen äußerlicher Auffälligkeiten der Sfrp1-Knockout Mäuse wurden 
zunächst Gewichtsdaten der Mäuse im Alter zwischen vier und 13 Wochen analysiert (n = 
183). Die Daten aller Messungen wurden in Abhängigkeit vom Genotyp in die Untergrup-
pen „Wildtyp“ und „Homozygot“ eingeteilt und nach Alter sortiert. Für Altersstadien, in 
denen es mehrere Messwerte gab, wurden entsprechende Medianwerte ermittelt. Abb. 3.31 
zeigt die Gewichtsverteilung der Mäuse entsprechender Altersstufen. Trächtige Tiere wur-
den nicht mit in die Messungen miteinbezogen. 
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Abb. 3.31: Vergleich des Körpergewichtes homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse und ihren entspre-
chenden Wildtyp Altersgenossen im Alter von vier bis 13 Wochen 
Dargestellt sind die Medianwerte aus Gewichtsmessungen an insgesamt 183 Tieren.  
 
Den Diagrammen ist zu entnehmen, dass die homozygoten Tiere leichte Tendenzen zu 
einem verringerten Körpergewicht aufweisen im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen. Für 
die Weibchen ergab sich ein mittlerer Gewichtsunterschied von 7,8 % und entsprechende 
Wildtyp Männchen waren im Mittel 10 % schwerer als ihre homozygoten Altersgenossen.  
 
Diese graphischen Ergebnisse sollten durch einen zweiseitigen, nichtparametrischen 
Mann-Whitney U-Test validiert werden, indem innerhalb verschiedener Altersgruppen das 
Gewicht der homozygoten Tiere mit dem Gewicht von Wildtyp Tiere verglichen wurde. 
Tab. 3.8 listet die Medianwerte des Gewichtes und die Ergebnisse des U-Testes für die 
verschiedenen Altersklassen auf. Das mediane Gewicht von Wildtyp Weibchen und Männ-
chen ist in fast allen untersuchten Altersklassen höher als das mittlere Gewicht ihrer homo-
zygoten Altersgenossen. Bei den untersuchten Weibchen gab es signifikante Gewichtsun-
terschiede der Genotypen in den Altersstufen 10 und 12 Wochen und die untersuchten ho-
mozygoten Männchen zeigten in einem Alter von sieben Wochen einen signifikanten 
Trend zu verringerten Gewichtswerten. 
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Weibchen 
Alter  
[Wochen ]  
Anzahl  Tiere je   
Genotyp [n ]  
Medianwert  
Gewicht [g ]  
P-Wert   
Gewicht a  
4 WT, n = 2 13,9 0,251 Homo, n = 3 11,0 
5 WT, n = 1 16,4 0,320 Homo, n = 1 15,4 
6 WT, n = 1 16,2 0,317 Homo, n = 1 15,4 
7 WT, n = 5 16,9 0,485 Homo, n = 17 16,5 
8 WT, n = 1 17,6 1,000 Homo, n = 8 16,2 
9 WT, n = 1 18,5 0,317 Homo, n = 1 17,4 
10 WT, n = 12 19,6 0,041 Homo, n = 12 18,0 
11 WT, n = 10 17,4 0,452 Homo, n = 2 16,6 
12 WT, n = 5 20,4 0,017 Homo, n = 6 16,7 
13 WT, n = 9 19,3 0,782 Homo, n = 3 19,8 
Männchen 
Alter  
[Wochen ]  
Anzahl  Tiere je   
Genotyp [n ]  
Medianwert  
Gewicht [g ]  
P-Wert   
Gewicht  
4 WT, n = 2 15,4 0,245 Homo, n = 2 12,0 
5 WT, n = 2 18,9 0,221 Homo, n = 1 12,7 
6 WT, n = 1 21,3 0,317 Homo, n = 1 19,8 
7 WT, n = 3 21,0 0,056 Homo, n = 17 18,9 
8 WT, n = 4 21,0 0,772 Homo, n = 4 20,1 
9 WT, n = 1 22,1 0,317 Homo, n = 1 20,9 
10 WT, n = 3 24,9 0,256 Homo, n = 12 21,1 
11 WT, n = 6 21,0 0,669 Homo, n = 4 21,8 
12 WT, n = 5 23,6 0,558 Homo, n = 8 23,0 
13 WT, n = 4 23,1 0,482 Homo, n = 1 23,3 
aMann-Whitney U-Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P < 0,05). WT, Wildtyp; Ho-
mo, Homozygot. 
Tab. 3.8: Vergleich des Körpergewichtes homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse und ihren entsprechen-
den Wildtyp Altersgenossen im Alter von vier bis dreizehn Wochen 
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3.4.3 Charakterisierung der Fertilität in Sfrp1-Knockout Mäu-
sen 
Um die Fertilität homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse zu überprüfen, wurden Zuchtpaare 
der Sfrp1-Knockout Mauslinie auf ihre Wurfgrößen sowie auf die Verteilung der Genoty-
pen ihrer Nachkommen entsprechend der Mendelschen Regeln untersucht. Ebenso wurde 
in weiblichen Mäusen (n = 3) ein mögliches intrauterines Absterben homozygoter Nach-
kommen untersucht.  
 
3.4.3.1 Verringerte Wurfgrößen in reinen homozygoten und in heterozy-
got-homozygoten Verpaarungen 
Die Wurfgrößen der jeweiligen Zuchtpaare wurden nach dem Absetzen der Jungen ca. vier 
Wochen nach der Geburt festgestellt. Die in Abb. 3.32 zusammengestellten Daten zeigen, 
dass es zu verringerten Wurfgrößen in reinen homozygoten und in heterozygot-
homozygoten Verpaarungen kommt. Die durchschnittliche Anzahl an Nachkommen aus 
reinen homozygoten Verpaarungen betrug 4,5 (± 2,6) im Vergleich zu Wildtyp Verpaarun-
gen, die eine durchschnittliche Wurfgröße von 7,9 (± 1,8) hatten. 
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Abb. 3.32: Analyse der Wurfgrößen unterschiedlicher Eltern Konstellationen 
Dargestellt sind die durchschnittlichen Wurfgrößen verschiedener Eltern Konstellationen vier Wochen nach 
Geburt der Jungen. WT, Wildtyp; Homo, Homozygot; n = Anzahl Würfe analysiert. 
 
KAPITEL 3 ERGEBNISSE 
 
  113 
3.4.3.2 Verringerte Anzahl homozygoter Nachkommen in heterozygot-
heterozygoten und heterozygot-homozygoten Verpaarungen  
Bei heterozygot-heterozygoten Verpaarungen sowie bei heterozygot-homozygoten Verpaa-
rungen von Sfrp1-Knockout Mäusen ließ sich in der F2-Generation eine Verschiebung der 
Mendelschen Verteilung beobachten. Für heterozygot-homozygote Verpaarungen wurden 
heterozygote Sfrp1-Knockout Weibchen mit homozygoten Sfrp1-Knockout Männchen 
verpaart. Bei heterozygoten Elterntieren zeigten die insgesamt 170 genotypisierten Jungtie-
re statt den erwarteten 25 % Sfrp1+/+- und Sfrp1-/-- sowie 50 % Sfrp1-/+-Nachkommen eine 
Verteilung von 33 % Sfrp1+/+-, 17,5 % Sfrp1-/-- und 50 % Sfrp1-/+-Tieren. Bei Verpaarun-
gen mit heterozygoten Sfrp1-Knockout Männchen und homozygoten Sfrp1 Weibchen 
zeigten die insgesamt 46 genotypisierten Jungtiere statt den erwarteten 50 % Sfrp1-/-- und 
50 % Sfrp1+/--Nachkommen eine Verteilung von 33 % Sfrp1+/+- und 67 % Sfrp1-/+-Tieren. 
Daraus ergab sich eine signifikante Reduktion der Anzahl homozygoter Nachkommen aus 
diesen Verpaarungen (P = 0,003; Chi-Quadrat-Test). 
Heterozygot-Heterozygot Verpaarung                   Heterozygot-Homozygot Verpaarung
+/-
50% -/-
25%+/+
25%
F1
F2
F2
Aufspaltung der 
Genotypen nach Mendel
♀ ♂ ♀ ♂
+/- +/- +/- -/-
Aufspaltung der 
Genotypen in der SFRP1-
knockout Mauskolonie
25% : 50% : 25%                                                 50% : 50% 
33% : 50% : 17,5%                                               67% : 33% 
n = 170               n = 46
+/-
50%
-/-
50%
-/-
33%
+/-
67%
+/-
50%
+/+
33%
-/-
17,5%
 
Abb. 3.33: Verteilung der Genotypen (Sfrp1+/+, Sfrp1-/-, Sfrp1+/-) von insgesamt 170 und 46 Nachkom-
men (F2) aus Sfrp1-/+ x Sfrp1-/+ - und Sfrp1-/+ x Sfrp1-/--Verpaarungen 
Es wurde eine signifikant verringerte Anzahl homozygoter Nachkommen festgestellt (P = 0,003; Chi-
Quadrat-Test). 
 
Die Nachkommen dieser Verpaarungen wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Geschlechts-
verteilung überprüft (Abb. 3.34 und Tab. 3.9). Dabei zeigte sich eine normale Verteilung 
der Geschlechter (P = 0,424; Chi-Quadrat-Test) in den Nachkommenschaften aus Sfrp1-
/+ x Sfrp1-/+-Verpaarungen und eine signifikant verringerte Anzahl weiblicher Nachkom-
men (P = <0,001; Chi-Quadrat-Test) in den Nachkommenschaften der analysierten Sfrp1-
/+ x Sfrp1-/--Verpaarungen.  
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Abb. 3.34: Geschlechtsverteilung der Nachkommen aus Sfrp1-/+ x Sfrp1-/+ - und Sfrp1-/+ x Sfrp1-/--
Verpaarungen 
Es wurde eine signifikant verringerte Anzahl weiblicher Nachkommen in den analysierten Sfrp1-/+ x Sfrp1-/--
Verpaarungen festgestellt (P < 0,001; Chi-Quadrat-Test). n, Anzahl der analysierten Nachkommen. 
 
Anzahl und Genotyp der jeweiligen Nachkommen sind in Tab. 3.9 genauer erläutert. In 
beiden Verpaarungstypen (Sfrp1-/+ x Sfrp1-/+ und Sfrp1-/+ x Sfrp1-/+) wurden weniger ho-
mozygote Weibchen geboren als erwartet (P = 0,05 und P < 0,001).  
 
Tab. 3.9: Verteilung der Genotypen (Sfrp1+/+, Sfrp1-/-, Sfrp1+/-) und des Geschlechtes von insgesamt 170 
und 46 Nachkommen (F2) aus Sfrp1+/- x Sfrp1+/-- und Sfrp1+/- x Sfrp1-/--Verpaarungen 
 
3.4.3.3 Intrauterines Absterben homozygoter Sfrp1 Embryonen 
Um nachfolgend zu untersuchen, ob die reduzierten Wurfgrößen reiner homozygoter Ver-
paarungen auf ein intrauterines Absterben der Embryonen zurückzuführen sind, wurden 
Weibchen aus homozygoten Verpaarungen und Wildtyp Verpaarungen am Tag 11 der 
Geschlecht  und Genotyp der Nachkommenschaften aus S frp1 - / +  x  Sfrp1 - / +-
Verpaarungen:  
 Sfrp1 - / -  Sfrp1+ / -  Sfrp1+ / -  P-Wert   Geschlechtsvertei lung a  
Insgesamt (170) 30 84 56 0,09 
 17,5 % 49,5 % 33 %  
Weibchen (92) 16 45 31 0,05 
 17 % 49 % 34 %  
Männchen (78) 14 39 25 0,14 
 18 % 50 % 32 %  
Geschlecht  und Genotyp der Nachkommenschaften aus S frp1 - / +  x  Sfrp1 - / --
Verpaarungen:  
 Sfrp1 - / -  Sfrp1+ / -  Sfrp1+ / +  P-Wert   Geschlechtsvertei lung 
Insgesamt (46) 17 29 0 <0,001 
 33 % 67 % 0 %  
Weibchen (15) 4 11 0 <0,001 
 25 % 75 % 0 %  
Männchen (31) 13 18 0 0,07 
 41 % 59 % 0 %  
     
aChi-Quadrat-Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P < 0,05). 
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Schwangerschaft untersucht. Sowohl Anzahlen als auch phänotypische Auffälligkeiten der 
Embryonen wurden in jeweils drei homozygoten bzw. drei Wildtyp Müttern untersucht. 
Tab. 3.10 und Abb. 3.35 zeigt, dass die Anzahl morphologisch unauffälliger Embryonen in 
den analysierten Wildtyp Weibchen etwas höher lag, als in den untersuchten homozygoten 
Müttern. Im Uterus der homozygoten Maus Nr. 320 wurde ein verkümmerter Embryo ge-
funden. Bei der homozygoten Maus Nr. 68 wurde aufgrund der geringern Gewichtszunah-
me eine Schwangerschaft nicht bemerkt. Diese Maus brachte nur ein Junges zur Welt. 
Morphologisch war dieses Junge jedoch unauffällig.  
 
 
 
Tab. 3.10 und Abb. 3.35: Anzahl und Morphologie homozygoter und Wildtyp Embryonen am Schwan-
gerschaftstag 11 
Embryonen aus homozygoten und Wildtyp Verpaarungen wurden am Tag 11 der Schwangerschaft unter-
sucht. Die Gesamtanzahl morphologisch unauffälliger Embryonen in Wildtyp Verpaarungen war größer als 
in entsprechenden homozygoten Verpaarungen. *Maus Nr. 68: aufgrund der geringern Gewichtszunahme 
wurde die Schwangerschaft nicht bemerkt. Diese Maus brachte nur ein Junges zur Welt.  
Mausnr.  
Weibchen 
Alter 
[Wochen] Verpaarung 
Anzahl  Embryonen 
gesamt 
Anzahl  verkümmer-
ter Embryonen 
245 19 +/+ x +/+ 10 0 
230 18 +/+ x +/+ 11 0 
244 24 +/+ x +/+ 10 0 
216 21 -/- x -/- 6 0 
320 14 -/- x -/- 9 1 
68 44 -/- x -/- 1* - 
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3.4.4 Veränderte Morphologie von Brust- und Uterusgeweben 
homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse post partum 
Um einen möglichen Einfluss des Sfrp1-Knockouts auf die histologischen Eigenschaften 
von Uterus- und Brustgeweben zu untersuchen, wurden Gewebeschnitte homozygoter 
Sfrp1-Knockout Mäuse unterschiedlicher Altersstufen mit Hämalaun angefärbt und der 
Beurteilung durch einen erfahrenen Pathologen (Prof. Dr. Nikolaus Gassler) unterzogen.  
Innerhalb dieser Studien wurden junge geschlechtsreife Mäuse verschiedener Altersstufen, 
ältere Mäuse aus Zuchtkäfigen sowie Mäuse am Tag 11 der Schwangerschaft und direkt 
nach der Geburt (post partum) untersucht und mit entsprechenden Wildtyp Altersgenossen 
verglichen. Die Analyse dieser Gewebe zeigte histologische Auffälligkeiten in Uterus- und 
Brustgeweben homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse post partum (1 Tag nach Geburt). 
Uteri der analysierten Wildtyp Mäuse waren gekennzeichnet durch ein gehäuftes Auftreten 
segmentkerniger Zellen, vermehrte Zellularität sowie zahlreiche Zelluntergänge im Decke-
pithel (Abb. 3.36). Gewebeverbände homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse hingegen zeig-
ten relativ intakte Gewebestrukturen und eine vergleichsweise niedrige Zellularität.  
 
 
Abb. 3.36: Uterusgewebe von homozygoten Sfrp1-Knockout und Wildtyp Mäusen post partum (1 Tag 
nach Geburt) 
Der direkte Vergleich der Uterusgewebe post partum zeigte ein gehäuftes Auftreten segmentkerniger Zellen 
sowie zahlreiche Zelluntergänge im Deckepithel von Wildtyp Mäusen (n = 3) im Vergleich zu den analysier-
ten homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen (n = 3). Pfeile kennzeichnen apoptotische Zellen im Uterusgewe-
be von Wildtyp Mäusen. 
 
Morphologische Veränderungen des Uterusgewebes post partum sind über hormonelle 
Steuerungsmechanismen eng mit dem Einsetzen der Laktation des Brustgewebes ver-
knüpft. In Abb. 3.37 sind Brustgewebeschnitte einer homozygoten Sfrp1-Knockout Maus 
und einer Wildtyp Maus (post partum) im direkten Vergleich dargestellt. Die Brustgewebe 
der analysierten homozygoten Weibchen zeigten im Stadium direkt nach Geburt lediglich 
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eine initiale Transformation zu laktierendem Gewebe. Die terminale Ausdifferenzierung 
des Alveolarepithels fand in diesen Mäusen nur ansatzweise statt.  
In Wildtyp Weibchen hingegen befand sich die histologische Transformation zur Laktation 
zu diesem Zeitpunkt bereits in einem weiter fortgeschrittenen Stadium. Die entsprechenden 
Gewebeschnitte waren gekennzeichnet durch prominente alveoläre Endstücke sowie eine 
deutliche Reduktion umgebender Fett- und Bindegewebsstrukturen. Diese Beobachtungen 
konnten in je drei homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen und drei Wildtyp Mäusen ent-
sprechender Entwicklungsstufen bestätigt werden. 
 
 
Abb. 3.37: Brustgewebe von homozygoten Sfrp1-Knockout und Wildtyp Mäusen post partum (1 Tag 
nach Geburt) 
Der direkte Vergleich der Brustgewebe zeigt eine deutlich fortgeschrittene Transformation zu laktierendem 
Brustgewebe in Wildtyp Mäusen post partum.  
 
3.4.5 Sfrp1 Expression in murinen Brustgeweben unterschiedli-
cher Entwicklungsstufen 
Um die Rolle von Sfrp1 in Bezug auf die verschiedenen Entwicklungsstadien des murinen 
Brustgewebes näher zu charakterisieren, wurden zunächst Brustgewebe von Wildtyp- und 
heterozygoten Weibchen verschiedener Alters- und Entwicklungsstadien auf ihre relative 
Sfrp1 Expression hin untersucht. Abb. 3.38 stellt die relative Expression von Sfrp1 in Be-
zug auf die Expression des Haushaltsgens Gapdh im Verlauf der murinen Brustentwick-
lung dar. Die höchsten Sfrp1 Expressionsraten waren in Phasen der Involution des Brust-
gewebes sowie im Brustgewebe älterer, ehemals schwangerer Mäuse, in trächtigen Mäusen 
sowie in Mäusen zu beobachten, die sich in der Laktationsphase befanden (mittlere relative 
Expression von 4,2).  
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Die niedrigsten Sfrp1 Expressionsraten wurden in nicht schwangeren Tieren im Alter von 
12, 18, 20 und 25 Wochen detektiert (mittlere relative Expression von 0,13). 
Während der Schwangerschaft lag die relative Expression von Sfrp1 deutlich über der ei-
ner erwachsenen, nicht trächtigen Maus. Gegen Ende der Tragezeit stieg das Expressions-
level von Sfrp1 weiter an, fiel dann direkt nach Geburt allerdings wieder etwas ab. Wäh-
rend der Laktation lag die relative Expression von Sfrp1 etwas niedriger als im späten 
Schwangerschaftsstadium, aber deutlich über allen anderen Messwerten vor der Schwan-
gerschaft. Weiterhin wurde in heterozygoten Mäusen beobachtet, dass in der frühen Invo-
lutionsphase der Brust nach dem Absetzen der Jungen die relative Sfrp1 Expression höher 
lag als während der späten Schwangerschaft. Die Sfrp1 Expression im Brustgewebe eines 
ehemaligen Zucht-Weibchens fortgeschrittenen Alters wies ebenfalls eine hohe Sfrp1 
mRNA Expression auf. 
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Abb. 3.38: Expression von Sfrp1 mRNA in murinem Brustgewebe im Verlauf der Entwicklung 
Die Expression von Sfrp1 mRNA wurde in Brustgeweben von Wildtyp und heterozygoten Mäusen unter-
schiedlicher Entwicklungsstadien untersucht. Relative Expressionswerte wurden auf die jeweilige Gapdh 
mRNA Expression der entsprechenden Gewebeproben normiert. In Wochen (Wo) angegeben ist das Alter 
der untersuchten Mäuse. * Mittelwerte der Sfrp1 mRNA Expression in zwei bzw. drei vergleichbaren Gewe-
beproben; Geb, Geburt. 
KAPITEL 3 ERGEBNISSE 
 
  119 
3.4.6 Gesteigerte Oxytocinrezeptor mRNA Expression in ho-
mozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen während der 
Schwangerschaft und post partum 
Das Peptidhormon Oxytocin wirkt direkt am Myometrium des Uterus. Die Anzahl an Oxy-
tocinrezeptoren steigt mit zunehmendem Gestationsalter an. Gegen Ende der Schwanger-
schaft sowie während der Geburt dient Oxytocin zur Auslösung und Anpassung der We-
hentätigkeit. Die Ausschüttung von Oxytocin gegen Ende bzw. nach der Schwangerschaft 
bewirkt ebenfalls eine Kontraktion der myoepithelialen Zellen in den Brustdrüsen und regt 
somit die Milchsekretion an. In vivo Studien zeigen, dass Oxytocin defiziente Mäuse fertil 
sind und keine histologischen Defekte während oder direkt nach der Schwangerschaft zei-
gen (Nishimori et al., 1996). Das maternale Verhalten dieser Mäuse scheint ebenfalls nicht 
beeinträchtigt, jedoch säugen Oxytocin defiziente Mäuse ihre Jungen nicht, so dass es zum 
Absterben entsprechender Nachkommen innerhalb der ersten 24 h post partum kommt. 
Innerhalb der Verpaarungen der Sfrp1-Knockout Mauskolonie wurden verringerte Wurf-
größen beobachtet in Verpaarungen, deren Nachkommenschaften zu >50 % homozygote 
Nachkommen produzierten. Des Weiteren wurden histologische Auffälligkeiten der Ute-
rus- und Brustgewebe Sfrp1 defizienter Mäuse direkt nach der Geburt analysiert. Um einen 
möglichen Einfluss des Sfrp1-Knockouts auf die Oxytocinwirkung in Brustgeweben ho-
mozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse zu untersuchen, wurden zunächst Brustgewebe von 
Wildtyp und homozygoten Sfrp1-Knockout Weibchen verschiedener Alters- und Entwick-
lungsstadien auf die mRNA Expression des Oxytocinrezeptors hin untersucht. Die Ergeb-
nisse der Realtime RT-PCR Untersuchungen zeigen, dass es im Stadium der Schwanger-
schaft sowie direkt nach der Geburt zu einer gesteigerten Oxytocinrezeptor mRNA Expres-
sion in den homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen im Vergleich zu den Wildtyp Tieren 
kommt (P = 0,057; Mann-Whitney U-Test). Die mediane Expression des Oxytocinrezeptors 
in den untersuchten Wildtyp Tieren (n = 14) betrug 3,7 im Vergleich zu einem medianen 
Expressionslevel von 6,1 in entsprechenden homozygoten Tieren (n = 14; P = 0,401). 
 
KAPITEL 3 ERGEBNISSE 
 
  120 
2W 2W 5W 5W 9W 9W 12
W
12
W
14
W
14
W
18
W
17
W
25
W
25
W
48
W
48
W
2
W
o
5
W
o
9
W
o
12
W
o
14
W
o
18
W
o
25
W
o
48
W
o
trä
ch
tig
 T
ag
 1
1
15
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
21
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
= Homo
= WT
140
120
100
80
60
40
20
0
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
*
*
* *
*
*
*
*
P = 0,057
WT Homo
P = 0,057
Oxytocinrezeptor mRNA Expression 
während der Trächtigkeit und post partum
140
120
100
80
60
40
20
0
WT                   Homo
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
A B
P = 0,401
Sfrp1+/+ Sfrp1-/-
2W 2W 5W 5W 9W 9W 12
W
12
W
14
W
14
W
18
W
17
W
25
W
25
W
48
W
48
W
2
W
o
5
W
o
9
W
o
12
W
o
14
W
o
18
W
o
25
W
o
48
W
o
trä
ch
tig
 T
ag
 1
1
15
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
21
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
= Homo
= WT
140
120
100
80
60
40
20
0
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
*
*
* *
*
*
*
*
P = 0,057
WT Homo
P = 0,057
Oxytocinrezeptor mRNA Expression 
während der Trächtigkeit und post partum
140
120
100
80
60
40
20
0
WT                   Homo
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
A B
P = 0,401
Sfrp1+/+ Sfrp1-/-
Sfrp1-/-
Sfrp1+/+
2W 2W 5W 5W 9W 9W 12
W
12
W
14
W
14
W
18
W
17
W
25
W
25
W
48
W
48
W
2
W
o
5
W
o
9
W
o
12
W
o
14
W
o
18
W
o
25
W
o
48
W
o
trä
ch
tig
 T
ag
 1
1
15
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
21
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
2W 2W 5W 5W 9W 9W 12
W
12
W
14
W
14
W
18
W
17
W
25
W
25
W
48
W
48
W
2
W
o
5
W
o
9
W
o
12
W
o
14
W
o
18
W
o
25
W
o
48
W
o
trä
ch
tig
 T
ag
 1
1
15
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
21
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
2W 2W 5W 5W 9W 9W 12
W
12
W
14
W
14
W
18
W
17
W
25
W
25
W
48
W
48
W
2
W
o
5
W
o
9
W
o
12
W
o
14
W
o
18
W
o
25
W
o
48
W
o
trä
ch
tig
 T
ag
 1
1
15
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
21
W
o
Ta
g 
n.
 G
eb
.
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
R
el
at
iv
e 
O
xy
to
ci
nr
ez
ep
to
r 
m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
 
Abb. 3.39: Vergleich der Oxytocinrezeptor mRNA Expression in murinen Brustgeweben von Wildtyp 
und homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen unterschiedlicher Alters- und Entwicklungsstufen 
A zeigt die Oxytocinrezeptor mRNA Expression aller analysierten Alters- und Entwicklungsstufen im Ver-
gleich. Signifikanzen der Expressionsunterschiede zwischen Wildtyp und homozygoten Mäusen wurden 
sowohl für das gesamte Kollektiv (P = 0,401) als auch für analysierte Mäuse im Stadium der Trächtigkeit 
bzw. nach Geburt (P = 0,057) bestimmt. Relative Expressionswerte wurden auf die jeweilige Gapdh mRNA 
Expression der entsprechenden Gewebeproben normiert. In B dargestellte Boxplot-Analysen zeigen einen 
deutlichen Trend zur Aufregulation der Oxytocinrezeptor mRNA Expression in Brustgeweben homozygoter 
Sfrp1-Knockout Mäuse im Stadium der Trächtigkeit bzw. nach Geburt. Horizontale Linien: Gruppen Medi-
anwerte. Boxen: 25-75 % Quartile. Vertikale Linien: Auswahlbereich, Peak und Minimum. In Wochen (Wo) 
angegeben ist das Alter der untersuchten Mäuse. * Mittelwerte der Sfrp1 mRNA Expression in zwei bzw. 
drei vergleichbaren Gewebeproben; Geb, Geburt. 
 
3.4.7 Östradiol-, Cortisol-, Testosteron und Cholesterinwerte 
im Blut homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse 
Sowohl Fertilitätsverhalten als auch Vorgänge bei Geburt und während der Laktation in 
Säugetieren unterliegen der hormonellen Regulation. Zu den wichtigsten Steroidhormonen 
gehören unter anderem Östradiol, Cortison und Testosteron. Cholesterin wird als Steroid 
der Gruppe der Lipide zugeordnet und bildet eine wichtige Vorstufe dieser Hormone.  
Um hormonell bedingte Veränderungen innerhalb der homozygoten Sfrp1-Knockout 
Mauskolonie auszuschließen, sollte in weiteren Studien der Einfluss der Sfrp1 Inhibierung 
auf die Konzentration von Östradiol, Cortisol und Testosteron im Blutserum der Sfrp1-
Knockout Mäuse untersucht werden. Dazu wurden Blutseren homozygoter männlicher und 
weiblicher Sfrp1-Knockout Mäuse im Vergleich zu entsprechenden Wildtyp Mäusen ver-
schiedener Alters- und Entwicklungsstufen analysiert (Abb. 3.40). Erste Untersuchungen 
dieser Seren ergaben allerdings keine signifikanten Unterschiede in den getesteten Mäusen. 
Die Östradiolwerte zeigten in fünf der acht analysierten Paare eine leichte Aufregulation in 
den analysierten Wildtyp Mäusen. Die Cortisolwerte hingegen lagen in lediglich drei der 
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analysierten Wildtypmäusen über den entsprechenden Cortisolwerten ihrer homozygoten 
Altersgenossen. Testosteron- und Cholesterinwerte waren in den analysierten männlichen 
Mäusen beider Genotypen jeweils höher als in den untersuchten Weibchen. Homozygote 
männliche Mäuse zeigten niedrigere Messwerte für Testosteron und Cholesterin als ihre 
altersgleichen Wildtyp Genossen. Unterschiede innerhalb dieser Gruppierungen waren 
jedoch nicht signifikant. 
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Abb. 3.40: Bestimmung des Östradiol-, Cortisol-, Testosteron- und Cholesterinspiegels männlicher und 
weiblicher homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse unterschiedlicher Alters- und Entwicklungsstufen 
Östradiol-, Cortisol-, Testosteron- und Cholesterinwerte wurden in homozygoten Sfrp1-Knockout Mäusen 
unterschiedlicher Alters- und Entwicklungsstufen sowie entsprechenden Wildtyp Mäusen gemessen. Männli-
che homozygote Knockout Mäuse zeigten niedrigere Cholesterin- und Testosteronwerte als ihre vergleichba-
ren Wildtyp Altersgenossen. Das Alter der untersuchten Mäuse ist in Wochen (Wo) angegeben. Homo, ho-
mozygot; WT, Wildtyp; Geb, Geburt; ♂ männlich; ♀ weiblich. 
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4 Diskussion 
 
 
Nach Angaben der WHO erkranken jährlich über eine Million Frauen an Brustkrebs und 
trotz verbesserter Behandlungs- und Früherkennungsmethoden versterben immer noch 
mehr als ein Drittel aller Patientinnen infolge ihrer Erkrankung. Die pathologische und 
molekulare Heterogenität dieser Erkrankung erschweren die Suche nach spezifischen the-
rapeutischen Angriffspunkten. Bis heute konnte kein einzelner zellulärer Signalweg als 
Hauptverursacher dieser Erkrankung identifiziert werden (Stingl und Caldas, 2007).  
Unter dem Begriff „Biomarker“ fasst man objektiv messbare, biologische Merkmale zu-
sammen, die Rückschlüsse auf einen normalen biologischen oder krankhaften Prozess im 
Körper zulassen. Dies können beispielsweise Expressionscharakteristika krankheitsassozi-
ierter Gene sein, deren Profil im kranken Zustand verändert ist. Biomarker können bei der 
Auswahl der richtigen Therapieverfahren helfen und somit sowohl die Überlebensprogno-
sen betroffener Patienten verbessern als auch die Nebenwirkungen toxischer Behandlungen 
reduzieren (Hinestrosa et al., 2007). Frühere wissenschaftliche Untersuchungen zur Identi-
fizierung molekularer Biomarker humaner Brusttumorerkrankungen waren häufig ergeb-
nislos oder konnten aus Mangel an Nachhaltigkeit nicht innerhalb klinischer Studien getes-
tet werden. Verschiedene molekulare Biomarker, wie beispielsweise der Östrogenrezeptor 
alpha oder ERBB2 (auch HER2) haben sich jedoch etabliert und nehmen entscheidenden 
Einfluss auf die Auswahl entsprechender adjuvanter Therapieverfahren in der Behandlung 
von Brustkrebs. Einige Biomarker verfügen zudem über das Potential erhöhte Risiken ei-
ner Erkrankung zu identifizieren, so dass betroffene Patienten von präventiven Maßnah-
men profitieren können. So gelten Mutationen innerhalb der Tumorsuppressorgene BRCA1 
und BRCA2 bei Patienten mit familiärer Vorbelastung durch Brustkrebs als Indikatoren 
eines erhöhten Erkrankungsrisikos (Diamond et al., 2009). Die weitere Identifizierung und 
Charakterisierung solcher an der Tumorgenese beteiligter Gene ist essenziell, um das kom-
plexe Geschehen und die Dynamik der Krebsentstehung auf molekularer Ebene nachzu-
vollziehen und die bestehenden Therapiemöglichkeiten weiter zu optimieren.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vier potentielle neue Biomarker untersucht. 
Zu diesen Genen gehören die Mitglieder der HH-Signalkaskade: SHH, GLI1 und FOXM1 
sowie das als Inhibitor der WNT-Signalkaskade beschriebene SFRP1 Gen. Eine Deregula-
tion beider Signalwege ist bereits für verschiedene humane Tumorentitäten gezeigt wor-
den. Die Expressionseigenschaften, transkriptionsregulatorische Mechanismen sowie in 
vitro und in vivo Funktionalität dieser Gene wurden innerhalb dieser Studie charakterisiert, 
um ihre molekularen Eigenschaften innerhalb der Brusttumorgenese näher zu klassifizieren 
und ihr Potential als Prognosemarker bzw. Zielstruktur neuer therapeutischer Angriffs-
punkte besser einzuschätzen.  
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4.1 Biologische Relevanz der HH-Signalkaskade in der 
Brusttumorgenese  
Der HH-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in Vorgängen der Zelldifferenzierung, 
des Wachstums und der Proliferation (Ingham und McMahon, 2001). Erste Hinweise auf 
eine mögliche Involvierung der HH-Signalkaskade innerhalb der humanen Tumorentste-
hung ergaben sich durch die Beobachtung, dass ein vererbter, mutationsbedingter Funkti-
onsverlust des HH-Moleküls PTCH1 Auslöser des Naevoid-Basalzell-Karzinom-Syndroms 
(NBCCS) ist (Gailani et al., 1992; Hahn et al., 1996; Johnson et al., 1996).  
Eine aktuelle Studie von Cui (2010) weist auf ein abundantes Auftreten des HH Aktivator-
proteins SHH in einem Kollektiv humaner Brusttumoren, welches mit fortgeschrittenen 
Stadien der Erkrankung korreliert. Ebenso zeigen sich in transgenen Mäusen mit konditio-
neller GLI1 Überexpression unter der Kontrolle eines Doxycyclin induzierbaren MMTV 
Promotors fortgeschrittene Tumoren des Brustdrüsenepithels (Fiaschi et al., 2007; Wicking 
et al., 1998). Beobachtungen aus Genhybridisierungsanalysen dokumentieren zudem eine 
Amplifikation der Genregion für GLI1 in 61 % der analysierten Brusttumoren (Nessling et 
al., 2005). 
Eine Deregulation der HH-Signalkaskade als alleinige Ursache zur Entstehung humaner 
Brusttumorerkrankungen ist nach derzeitigem Wissensstand nicht zu vermuten. Dennoch 
geben die bisherigen Daten deutliche Hinweise auf eine Abhängigkeit humaner Brusttumo-
ren von einer HH-Signalwegaktivierung, so dass innerhalb dieser Tumoren kombinatori-
sche Behandlungsmöglichkeiten z.B. mit den bekannten HH-Signalweg Inhibitoren Cyclo-
pamin oder GDC-0449 von klinischem Benefit sein könnten.  
 
4.1.1 SHH: HH-Ligand und Induktor der HH-Signalkaskade  
SHH ist ein wichtiges Morphogen (Hebrok et al., 2000) und wirkt als zentraler Aktivator 
der HH-Signalkaskade. Auch im Bezug auf die humane Brusttumorgenese wurde SHH 
bereits in unterschiedlichen Studien analysiert. So zeigten Koga und Mitarbeiter (2008) 
eine Östrogenrezeptor abhängige Aufregulation der SHH Expression in humanen Brusttu-
moren und aktuelle Arbeiten von Cui und Kollegen (2010) bestätigen ebenfalls eine ver-
stärkte SHH Proteinexpression in einem Kollektiv aus 97 humanen Brusttumoren sowie in 
einigen Brusttumorzelllinien (Cui et al., 2010; Koga et al., 2008).  
Innerhalb dieser Arbeit wurde die Proteinexpression von SHH zunächst in einem umfang-
reichen Kollektiv humaner Brusttumoren untersucht (n = 204; Kap. 3.1.1). Die Ergebnisse 
unserer Untersuchungen zeigen eine verstärkte SHH Proteinexpression in den analysierten 
Tumoren im Vergleich zu entsprechenden Normalgeweben und deuten zudem auf einen 
möglichen Zusammenhang zwischen einer SHH Überexpression und dem progressiven 
Verhalten humaner Brusttumoren hin.  
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Innerhalb der statistischen Analysen konnte des Weiteren ein signifikanter Trend zwischen 
einer verstärkten Expression von SHH im Zytoplasma und einer Überexpression des 
HER2-Rezeptors gezeigt werden. Eine Assoziation zwischen der Expression von SHH und 
dem Östrogenrezeptorstatus der analysierten Tumoren, wie sie durch Koga und Mitarbeiter 
beschrieben wurde, konnte sich hingegen nicht bestätigen (Koga et al., 2008). 
Unsere Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit der allgemeinen Beobachtung, dass 
HER2 positive Brusttumoren häufig negativ bezüglich ihres Östrogen- und Progesteronre-
zeptorstatus sind (Nahta et al., 2006). Eine Amplifikation des HER2 Gens ist in ca. 10-
34 % aller invasiver Brusttumoren zu beobachten und wird als bedeutender prognostischer 
Marker humaner Brusttumorerkrankungen bewertet (Ross et al., 2003). Je nach Art des 
Tumors und Metastasierungsgrad können HER2 positive Brusttumoren mit HER2 spezifi-
schen Antikörpern behandelt werden (z.B. Trastuzumab, Herceptin®). Da jedoch mehr als 
70 % der Patientinnen mit HER2 positiven Brusttumoren auf die Behandlung mit Trastu-
zumab nicht ansprechen, ist die Erforschung weiterer Signalmoleküle innerhalb HER2 
positiver Brusttumoren von großem klinischen Interesse (Vogel et al., 2002). Die Ergeb-
nisse dieser Studien klassifizieren SHH als geeignetes Modell für solche Studien.  
Inhibitoren der HH-Signalkaskade sind bereits bekannt und werden derzeit als mögliche 
Therapeutika humaner Tumorerkrankungen untersucht (Stanton und Peng, 2010). Antago-
nisten der HH-Signalkaskade, die beispielsweise an das Membranprotein SMO binden und 
dieses so inhibieren, sind Cyclopamin, SANT1, und Cur-61414 (Lauth et al., 2007;   
Rohat-gi et al., 2009; Taipale et al., 2000; Williams et al., 2003). Eine inhibitorische 
Wirkung solcher niedermolekularer Substanzen auf die Aktivität der HH-Signalkaskade 
wurde be-reits in Medulloblastomen, Basalzellkarzinomen, Pankreaskarzinomen und 
Prostatakarzi-nomen gezeigt (Epstein, 2008; Kumar et al., 2008; Mahindroo et al., 2009; 
Rubin und de Sauvage, 2006; Rudin et al., 2008). Einige dieser HH-Inhibitoren zeigten 
innerhalb klinischer Studien keine Behandlungserfolge. Resultate aus ersten klinischen 
Studien des SMO Antagonisten GDC-0449 und IPI-926 in Pankreaskarzinomen und Ba-
salzellkarzinomen sind jedoch vielversprechend und werden derzeit weiter ausgedehnt 
(Epstein, 2008; Rudin et al., 2008). Die Ergebnisse unserer Untersuchungen lassen eine 
mögliche Involvierung der SHH-Signalkaskade auch innerhalb der humanen Brusttumor-
genese vermuten. So korrelierte die Expression von SHH mit der Größe (P < 0,001), dem 
histologischen Grad (P < 0,001) sowie dem histologischen Typ der untersuchten Tumoren 
(P = 0,021). Dementsprechend könnten die genannten HH-Inhibitoren ebenfalls in der Be-
handlung humaner HH assoziierter Brustkrebserkrankungen eine Anwendung finden.  
Auf Ebene der Proteinexpression wurde eine Deregulation der SHH Aktivität bisher in 
zahlreichen humanen Tumorentitäten analysiert (Bailey et al., Mao et al., 2009). Dennoch 
gibt es bis heute nur wenige Informationen zur SHH mRNA Expression im humanen Or-
ganismus und in der Tumorentstehung. Auch die transkriptionsregulatorischen Prozesse 
dieses Gens sind weitgehend unerforscht.  
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Innerhalb der von uns durchgeführten Realtime RT-PCR Analysen in humanen malignen 
Brustzelllinien zeigte sich erstmals ein sehr heterogenes SHH mRNA Expressionsprofil. 
So konnte ein positives SHH mRNA Expressionssignal lediglich in den Zelllinien MCF7, 
BT20 und MDA-MB231 beobachtet werden. Diese Daten stimmen mit früheren Ergebnis-
sen zur Expression von SHH in MCF7 und MDA-MB231 Zellen überein (Mukherjee et al., 
2006). Die Abwesenheit der SHH mRNA Expression in einigen der analysierten Zelllinien 
deutet daraufhin, dass eine verstärkte SHH Transkription keine generelle Eigenschaft hu-
maner maligner Brustzellen ist. Im Zuge der HH induzierten Tumorentstehung unterschei-
det man drei unterschiedliche Typen von Tumoren. In Typ 1 und Typ 2 Tumoren wird eine 
Deregulation der HH-Signalkaskade innerhalb der eigentlichen Tumorzellen vermutet 
(Clement et al., 2007; Karhadkar et al., 2004; Stecca et al., 2007; Thayer et al., 2003b;   
Yu-an et al., 2007). In Typ 3 Tumoren hingegen wird ein parakriner Wirkmechanismus 
postuliert, bei dem umliegende Stromazellen mit verstärkter HH Aktivität die Transforma-
tion benigner Zellen zu Tumorzellen induzieren (Yauch et al., 2008). Anhand dieser Er-
kenntnisse und unseren Beobachtungen in den malignen Brustzelllinien ist auch im Bezug 
auf die humane Mammatumorgenese zu vermuten, dass HH assoziierte Tumorerkrankun-
gen nicht immer aus einer Überexpression von SHH innerhalb der eigentlichen Tumorzell-
population resultieren, sondern ebenfalls durch eine parakrine HH-Aktivierung über be-
nachbarte Stromazellen hervorgerufen werden könnten.  
Der Aufbau des SHH Gens zeichnet sich durch eine hohe Dichte an CpG-Inseln aus und 
erste Untersuchungen weisen auf eine mögliche methylierungsabhängige Transkriptionsre-
gulation von SHH im humanen Mammakarzinom (Cui et al., 2010b), Magenkarzinomen 
(Wang et al., 2006), Medulloblastomen (Diede et al., 2010) sowie kolorektalen Karzino-
men (Fu et al., 2010) hin. In den meisten dieser Studien wurde eine Aufregulation der SHH 
Expression in den analysierten Tumoren als Folge einer Hypomethylierung des SHH Pro-
motors beschrieben. Bösartige Veränderungen des Anorektaltraktes hingegen zeichneten 
sich durch eine verminderte SHH Expression im Vergleich zu entsprechenden Normalge-
weben aus (Zhang et al., 2009). Um Hinweisen einer methylierungsabhängigen Transkrip-
tionsregulation von SHH nachzugehen, wurde in einem weiteren Schritt die Abhängigkeit 
der SHH mRNA Expression von der Methylierung des SHH Gens überprüft. Dazu wurden 
SHH mRNA Expressionsdaten mit dem Methylierungsstatus der Promotorregion sowie 
Exon 2 und Exon 3 des SHH Gens korreliert. Interessanterweise zeigten alle getesteten 
Zelllinien ein positives Methylierungssignal innerhalb der untersuchten CpG Dinukleotide 
in Exon 2 und Exon 3. Diese Methylierung hatte jedoch keinen Einfluss auf die SHH 
mRNA Expression. Studien zum SFRP1 Methylierungsmuster in prämalignen Brustzellen 
zeigen ebenfalls, dass der Methylierungszustand stromabwärts gelegener 
3`Promotorbereiche sowie der Exon 1 Genregion nicht zur Suppression der SFRP1 mRNA 
Expression in der humanen Brusttumorzelllinie MCF10A führt (Dumont et al., 2009). Die-
se Daten unterstützen die Vermutung, dass eine DNA-Methylierung in Bereichen strom-
abwärts der 5`Promotorregion die Transkription einiger Gene nicht inhibiert.  
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Die Analyse des SHH Promotors zeigte ebenfalls eine relativ hohe Frequenz methylierter 
CpG-Nukleotide, die nur teilweise in Übereinstimmung mit entsprechenden SHH mRNA 
Expressionsdaten waren. Ein auffälliges Beispiel für eine solche Diskrepanz zwischen 
Promotormethylierung und SHH mRNA Expression war die humane Brustkrebszelllinie 
MCF7, welche erhöhte Level einer SHH mRNA Expression trotz einer starken Promotor-
methylierung aufwies. Um diese Beobachtung aufzuklären und den generellen Einfluss der 
DNA Methylierung auf die SHH mRNA Expression weiter zu untersuchen, wurde das 
gleiche Kollektiv humaner maligner Brustzelllinien einer Behandlung mit demethylieren-
den Agenzien (AZA) unterzogen. Die Demethylierung der DNA hatte einen signifikanten 
Anstieg der SHH mRNA Expression zur Folge. Somit scheint trotz fehlender Korrelation 
zwischen Methylierungs- und Expressionsdaten eine Abhängigkeit der SHH Transkription 
von der DNA Methylierung zu bestehen. 
Bisherige Forschungsergebnisse zur Bedeutung von SHH für das humane Mammakarzi-
nome wurden lediglich auf Ebene der Proteinexpression erhoben. Annahmen einer mögli-
chen methylierungsabhängigen Transkriptionsregulation dieses Gens basierten ebenfalls 
vorrangig auf Korrelationen zwischen Proteinexpressionsdaten und der Promotormethylie-
rung von SHH. Eine aktuelle Studie von Cui und Kollegen (2010) zeigte erstmalig eine 
Abhängigkeit der SHH Expression von der Methylierung der SHH Promotorregion auch 
auf Ebene der mRNA. Diese Ergebnisse basierten jedoch auf einem relativ kleinen Kollek-
tiv aus lediglich vier humanen Brustzelllinien. Innerhalb dieser Studie zeigte sich eine 
starke Methylierung der SHH Promotorregion in allen getesteten Zelllinien. Ebenso konnte 
eine SHH mRNA Expression trotz eindeutiger Promotormethylierung in drei der vier ge-
testeten Zelllinien beobachtet werden. Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit den 
Daten unserer Studie. Die beobachteten Diskrepanzen zwischen DNA Methylierung und 
mRNA Expression des SHH Gens führten uns zu der Vermutung, dass im Falle einer Me-
thylierung des Ursprungspromotors alternative Promotoren die Transkription von SHH 
steuern.  
Das SHH Gen verfügt über zwei unterschiedliche TSS (TSS 1 und TSS 2) (Kitazawa et al., 
1998) deren Funktionalität für die Transkriptionsinitiation bisher unbekannt war. Unsere 
Ergebnisse aus 5`RACE Analysen an MCF7 Zellen konnten die Existenz des zweiten TSS 
(TSS 2) 205 bp stromaufwärts des beschriebenen TSS 1 bestätigen, von dem ausgehend 
eine 5`verlängerte SHH mRNA Isoform gebildet wird. Dieser alternative TSS kann somit 
genutzt werden, um die SHH Transkription im Falle einer stromabwärts lokalisierten Pro-
motormethylierung zu initiieren. Im Zuge einer solchen Transkriptionsinitiation scheint 
sich die Methylierung des Ursprungspromotors (TSS1) nicht auf eine Initiation der SHH 
Transkription auszuwirken. Die beobachtete Expression eines 5`verlängerten SHH mRNA 
Transkriptes in den Zelllinien MCF7 und BT20 bestätigte diese Annahme. 
Die Expression des 5´verlängerten SHH mRNA Transkriptes wurde ebenfalls nach Be-
handlung der Zellen mit AZA/TSA untersucht. Die demethylierende Behandlung führte zu 
einer Reexpression der bekannten SHH mRNA Isoform und gleichzeitig zu einer Inhibiti-
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on der Expression des stromaufwärts gelegenen TSS. Diese Daten deuten darauf hin, dass 
das verlängerte SHH mRNA Transkript lediglich im Falle einer Methylierung des ur-
sprünglichen SHH Promotors exprimiert wird. Eine Reaktivierung des Ursprungspromo-
tors ist demnach mit einer gleichzeitigen Inaktivierung dieses TSS verbunden.  
Die Ergebnisse dieser Studie belegen eindrucksvoll, dass SHH ein außergewöhnliches Bei-
spiel komplexer Transkriptionsregulation ist, welches durch einen kombinatorischen Me-
chanismus aus DNA Methylierung und alternativem Promotorgebrauch gesteuert wird.  
Die Entschlüsselung transkriptionsregulatorischer Mechanismen, die die Expression Tu-
mor assoziierter Gene steuern ist essentiell für die molekularer Erforschung der humanen 
Tumorgenese. Im Hinblick darauf sollte man die transkriptionsregulatorischen Mechanis-
men dieses Gens im weiteren Verlauf auch innerhalb humaner Brusttumorgewebe untersu-
chen und des Weiteren den Einfluss der alternativen Promotornutzung auf die Translation 
dieses Gens analysieren.  
 
4.1.2 GLI1: Transkriptionsfaktor der HH-Signalkaskade 
GLI1 wirkt als Transaktivator der HH-Signalkaskade. Verschiedene Studien weisen auf 
einen Zusammenhang zwischen einer verstärkten GLI1 Aktivität und der Entstehung und 
Progression verschiedener humaner Tumorentitäten, wie beispielsweise Ösophagustumo-
ren (Mori et al., 2006), Basalzellkarzinomen und Hirntumoren (Ghali et al., 1999; Altaba, 
1999a). In Übereinstimmung mit einer postulierten onkogenen Funktionen von GLI1 wur-
den erhöhte Werte einer GLI1 Expression in Basalzellkarzinomen gefunden, nicht jedoch 
in den umgebenden normalen Geweben (Dahmane et al., 1997; Ghali et al., 1999; Reifen-
berger et al., 1998). Des Weiteren zeigen aktuelle Studien, dass GLI1 das Zellüberleben 
fördert, und dass erhöhte Werte einer GLI1 Expression mit einer verschlechterten Überle-
bensprognose von Patienten mit Östrogenrezeptor negativen Brusttumoren einhergehen 
(Xu et al., 2009). Um die Rolle von GLI1 innerhalb der humanen Brusttumorgenese ge-
nauer zu charakterisieren wurde eingehend ein Kollektiv aus humanen malignen Brustzell-
linien sowie ein Set aus Brusttumoren und entsprechenden benignen Brustgeweben auf 
Basis von Realtime RT-PCR Analysen untersucht. Eine erhöhte GLI1 mRNA Expression 
konnte im Vergleich zwischen malignen und benignen Brustzelllinien gezeigt werden. Ex-
pressionswerte für GLI1 waren besonders hoch in der malignen Zelllinie MDA-MB435s, 
welche als klassisches in vitro Modell metastasierenden Brustkrebswachstums genutzt 
wird (Ellison et al., 2002). Auch innerhalb der analysierten Brusttumoren war eine gestei-
gerte GLI1 mRNA Expression in vier der fünf analysierten Tumorgewebe nachweisbar. 
Die Ergebnisse geben somit einen ersten Hinweis auf eine Überexpression von GLI1 in-
nerhalb der humanen Brusttumorgenese.  
Um die Beobachtungen aus mRNA Expressionsanalysen zu validieren und die klinische 
Relevanz einer GLI1 Überexpression in humanen Brusttumoren zu testen, wurden auf Ba-
sis immunhistochemischer Untersuchungen Proteinexpressionsdaten zu GLI1 in einem 
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umfangreichen Kollektiv humaner Brusttumoren (n = 204) und normalen Brustgeweben (n 
= 46) erhoben. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten eine signifikant gesteigerte GLI1 Pro-
teinexpression in humanen Brusttumoren (medianer IRS = 8) im Vergleich zu den geteste-
ten Brustgeweben benignen Ursprunges (medianer IRS = 6). Intensitäten der Proteinex-
pression variierten jedoch stark innerhalb der getesteten Gewebe. Diese Daten sind in 
Übereinstimmung mit früheren Beobachtungen von Kubo et al. (2004), in denen eine deut-
liche nukleäre Überexpression von GLI1 in humanen Brusttumoren (n = 52) gezeigt wur-
de, gleichzeitig jedoch auch starke Schwankungen der GLI1 exprimierenden Tumorzellen 
innerhalb der getesteten Gewebe.  
In einer weiteren Analyse bezüglich der Überlebensdaten des analysierten Patientenkollek-
tives zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer erhöhten Expression von 
GLI1 im Tumor und einer verschlechterten Überlebensprognose der betroffenen Patientin-
nen. Für humane Brusttumoren ist diese Tendenz bis dato noch nicht beschrieben worden. 
Ähnliche Tendenzen finden sich jedoch für Tumoren des Ösophagus (Yoshikawa et al., 
2008). Um die Rolle von GLI1 auch im Hinblick auf die progressiven Eigenschaften der 
Tumoren zu untersuchen, wurde die nukleäre Expression von GLI1 mit verschiedenen kli-
niko-pathologischen Charakteristika der Tumoren korreliert. Innerhalb dieser Untersu-
chung konnte sich das prognostische Potential von GLI1 bestätigen. In den untersuchten 
Geweben zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Überexpression von 
GLI1 und der Tumorgröße sowie dem Nodalstatus der analysierten Tumoren. Des Weite-
ren konnte auf Basis von multivariaten Analysen ebenfalls ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen einer gesteigerten Tumorgröße (pT2 vs pT1) und einer erhöhten Wahr-
scheinlichkeit einer GLI1 Überexpression in den analysierten Tumoren (4,9 fach; 95 % KI 
2,3 – 10,5) gezeigt werden. Mögliche Zusammenhänge zwischen einer erhöhten GLI1 Pro-
teinexpression und entsprechenden kliniko-pathologischen Parametern humaner Brusttu-
moren wurden in früheren Studien bereits untersucht, wobei sich eine signifikante Assozia-
tion zum Östrogenrezeptorstatus sowie zum histologischen Subtyp der analysierten Tumo-
ren zeigte (P = 0,021 und P = 0,003) (Kubo et al., 2004). Da sich diese Beobachtungen 
innerhalb der von uns untersuchten Brusttumoren jedoch nicht bestätigen konnten, schlie-
ßen wir eine Involvierung von GLI1 innerhalb Hormon induzierter Brusttumoren vorerst 
aus.  
Eine Expression von GLI1 konnte mit niedrigeren Intensitäten (medianer IRS = 6) eben-
falls in den nukleären Regionen benigner Brustgewebe gemessen werden. Interessanter-
weise wurden in der benignen Brustzelllinie MCF10A ebenfalls leicht erhöhte Werte einer 
GLI1 mRNA Expression festgestellt. Neben ihrer Funktion innerhalb der HH-
Signalkaskade agieren GLI1 Proteine ebenfalls als Transaktivatoren weiterer zellulärer 
Signalkaskaden (Jacob und Briscoe, 2003) und eine Überexpression von GLI1 ist neben 
verschiedenen humanen Tumorentitäten (Altaba, 1999a; Ghali et al., 1999; Mori et al., 
2006) ebenfalls in benignen Geweben aus Prostata und Kolon beschrieben (Alinger et al., 
2009; Vezina und Bushman, 2007). Die beobachtete Expression von GLI1 in benignen 
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Brustgeweben sowie in MCF10A Zellen könnte demnach erste Hinweise auf zusätzliche 
Funktionen von GLI1 in zellulären Prozessen außerhalb der Brusttumorgenese geben.  
Um die Komplexität der GLI1 Wirkung und die funktionelle Rolle von GLI1 in humanen 
Brusttumoren genauer zu untersuchen, wäre die Analyse potentieller stromaufwärts bzw. 
stromabwärts gelegener Mitglieder der GLI1-Signalkaskade in GLI1 überexprimierenden 
Brusttumoren von großem Interesse. Interessanterweise zeigte sich innerhalb der statisti-
schen Analysen der Proteinexpressionsdaten eine signifikante Assoziation zwischen der 
Überexpression von GLI1 und dem Vorhandensein des HH-Rezeptors SHH in den unter-
suchten Brusttumoren. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass nicht nur die alleini-
ge Überexpression von GLI1, sondern vielmehr die Überexpression von GLI1 in Verbin-
dung mit einer aktivierten HH-Signalkaskade ein typisches Charakteristikum der unter-
suchten Brusttumoren darstellt. In Säugetieren wurde ein direkter Einfluss der SHH Ex-
pression auf die gesteigerte Aktivität von GLI1 bereits für eine Reihe biologischer Prozes-
se beschrieben (Buscher und Ruther, 1998). Des Weiteren korreliert die Überexpression 
von SHH in Adenokarzinomen des Kolons mit der Expression von GLI1 und führt so zu 
einer gesteigerten Zellproliferation (Douard et al., 2006). Man nimmt an, dass eine gestei-
gerte Aktivität der HH-GLI1-Signalkaskade essentiell für das Wachstum und Überleben 
humaner Prostatatumorzellen ist (Sanchez et al., 2005). Die Ergebnisse unserer Korrelati-
onsanalysen zwischen GLI1 und SHH sind in Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen 
und führen zu der Annahme, dass die Aktivität von GLI1 durch den HH Initiator SHH 
vermittelt wird und dementsprechend auch die beobachtete Überexpression von GLI1 in 
humanen Brusttumoren Folge einer verstärkten HH Aktivität ist.  
Interessanterweise ist eine Aktivierung der HH-Signalkaskade ebenfalls in humanen 
Brustkrebsstammzellen zu beobachten. In vitro Studien zeigen, dass eine Aktivierung des 
HH-Signalweges durch spezifische HH-Liganden die Proliferation von Brustvorläuferzel-
len erhöht und Prozesse der Zellerhaltung fördert (Liu et al., 2006b). Anhand dieser Be-
obachtungen könnte man annehmen, dass eine frühzeitige Aktivierung der HH-
Signalkaskade ein initialer Schritt innerhalb der humanen Brusttumorgenese ist, welcher 
bereits für die Differenzierung von Tumorvorläuferzellen zu ausdifferenzierten Tumorzel-
len bedeutsam ist.  
Um therapeutische Erfolge anhand von onkogenen Markern zu erzielen ist es notwendig 
Strategien zu entwickeln, die in der Lage sind spezifische, Tumor initiierende Eigenschaf-
ten dieser Moleküle zu hemmen. Innerhalb dieser Studie konnte eine gesteigerte Expressi-
on des HH Transkriptionsfaktors GLI1 erstmals in einer großen Anzahl humaner Brusttu-
moren festgestellt werden. Die Überexpression von GLI1 korrelierte zudem mit den pro-
gressiven Eigenschaften der analysierten Tumoren. Somit eignet sich dieses Molekül als 
potentieller onkogener Marker humaner Brustkrebserkrankungen. Interessanterweise sind 
einige niedermolekulare Inhibitoren der HH Signalkaskade, welche in der Lage sind die 
GLI1 vermittelte Transkription im Zellkern spezifisch zu blockieren bereits beschrieben 
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worden (Lauth et al., 2007). GLI1 eignet sich demnach ebenfalls als möglicher Kandidat 
für neue therapeutische Angriffspunkte in HH assoziierten Brusttumoren.  
 
4.1.3 FOXM1: Transkriptionsfaktor der HH-Signalkaskade 
FOXM1 ist ein direktes Zielgen des HH-Signalweges und induziert die Transaktivierung 
des Zellzyklusregulators Cyclin B2 (Laoukili et al., 2005; Teh et al., 2002). Eine aberrante 
Aktivierung der HH-Signalkaskade führt zur Proliferation von Tumorzellen durch Deregu-
lation der Zellzykluskontrolle (Cheng et al., 2009). In Übereinstimmung mit seiner Rolle 
innerhalb der Zellproliferation wurden erhöhte Level einer FOXM1 Expression bereits in 
ersten Vergleichen zwischen humanen Brusttumoren und Normalgeweben beschrieben 
(Pilarsky et al., 2004; Wonsey und Follettie, 2005). Ein Zusammenhang zwischen der 
Überexpression von FOXM1 und dem Östrogenrezeptorstatus sowie dem HER2-
Rezeptorstatus humaner Brusttumoren wird derzeit ebenfalls angenommen (Francis et al., 
2009; Millour et al., 2010). 
Funktionelle Analysen konnten zeigen, dass die Inhibierung der FOXM1 Expression mit-
tels RNA Interferenz in der Lage ist die Expression wichtiger Zellzyklusregulatoren wie 
z.B. p21 und p27 zu verändern und zu einer verminderten Proliferation, Migration und 
Invasion humaner maligner Brustzelllinien führt (Ahmad et al., 2009).  
Ergebnisse aus mRNA Analysen an 33 Tumoren und 41 benignen Brustgeweben hingegen 
zeigten, dass FOXM1 Expressionswerte in malignen Brustgeweben im Vergleich zu den 
benignen Geweben signifikant erhöht sind, sich jedoch kein Expressionsunterschied zwi-
schen Tumoren unterschiedlicher Progressionsstufen zeigt. Diese Studie widerlegt somit 
einen Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Expression von FOXM1 und entspre-
chenden progressiven Eigenschaften der Tumoren (Francis et al., 2009).  
Innerhalb der hier vorgestellten Arbeit wurde sowohl die mRNA als auch die Proteinex-
pression von FOXM1 in einem großen Kollektiv humaner Brusttumoren systematisch ana-
lysiert. Die Expressionsdaten zu FOXM1 wurden des Weiteren im Hinblick auf kliniko-
pathologische Faktoren sowie die Überlebensprognosen der betroffenen Patienten ausge-
wertet. Die Ergebnisse sollten dazu beitragen die Rolle von FOXM1 als potentiellem mo-
lekularen Biomarker humaner Brustkrebserkrankungen zu untersuchen und derzeitige Er-
kenntnisse zu einer möglichen Abhängigkeit zwischen dem Hormonrezeptorstatus huma-
ner Brusttumoren und einer Überexpression von FOXM1 zu klären.  
Die Ergebnisse aus Realtime RT-PCR Untersuchungen zeigten eine gesteigerte FOXM1 
mRNA Expression in einem Kollektiv aus Paraffin eingebetteten Brusttumoren im Ver-
gleich zu normalen Brustgeweben. Ebenfalls wurde eine gesteigerte FOXM1 mRNA Ex-
pression in den analysierten malignen Brustzelllinien MCF7, MDA-MB231, MDA-
MB468, T47D und BT20 im Vergleich zu den benignen Brustzelllinien HMEC, MCF10A 
und MCF12A beobachtet. Die Ergebnisse dieser Analysen waren in Übereinstimmung mit 
den Ergebnissen früherer mRNA Expressionsanalysen zu FOXM1, in denen ebenfalls eine 
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gesteigerte FOXM1 mRNA Expression in den analysierten Brusttumoren beschrieben 
wurde (Pilarsky et al., 2004; Wonsey und Follettie, 2005). Innerhalb dieser Studien wurden 
jedoch keine Proteinexpressionsdaten zu FOXM1 erhoben. 
In dieser Arbeit wurde die Proteinexpression von FOXM1 erstmals anhand eines umfang-
reichen TMAs beschrieben (Kap. 3.3.3). Eine nukleäre Expression von FOXM1 konnte in 
87 % der analysierten Brusttumoren, aber nur in 41 % der analysierten Normalgewebe de-
tektiert werden. Der mediane IRS für FOXM1 in den analysierten Tumorgeweben betrug 
drei im Vergleich zu den analysierten normalen Geweben, die einen medianen IRS von 
null aufwiesen. Die Ergebnisse dieser imunohistochemischen Analysen waren in Überein-
stimmung mit den zuvor beobachteten mRNA Expressionsdaten zu FOXM1. Die weitere 
statistische Analyse der Proteinexpressionsdaten zeigte einen Trend bezüglich einer gestei-
gerten FOXM1 Überexpression im Nukleus humaner Tumoren und einer verminderten 
Überlebensprognose der betroffenen Patientinnen (P = 0,110). Somit ist ebenfalls ein erster 
Hinweis auf das prognostische Potential von FOXM1 gegeben. Diese Vermutung sollte 
man jedoch durch weitere Studien an größeren Kollektiven bestätigen.  
Der Vergleich zwischen den FOXM1 Proteinexpressionsdaten und entsprechenden kliniko-
pathologischen Eigenschaften der Tumoren ergab einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen einer gesteigerten FOXM1 Expression und entsprechend erhöhten HER2 Expressi-
onswerten innerhalb der getesteten Tumoren (P = 0,045). Diese Ergebnisse sind in Über-
einstimmung mit einer Studie von Francis und Mitarbeitern (2009), innerhalb derer eine 
HER2 abhängige Transkriptionsregulation von FOXM1 postuliert wurde (Francis et al., 
2009). Frühere Daten bezüglich einer möglichen Assoziationen zwischen FOXM1 und 
dem jeweiligen Östrogenrezeptorstatus der analysierten Tumoren (Millour et al., 2010) 
konnten sich innerhalb der von uns durchgeführten Studie jedoch nicht bestätigen. Interes-
santerweise hatten wir in vorangegangenen Untersuchungen des gleichen Tumorkollekti-
ves eine positive Korrelation zwischen der Expression des HH-Liganden SHH und dem 
HER2-Rezeptorstatus der analysierten Tumoren gezeigt (Kap. 3.1.2). Die Beobachtung, 
dass sowohl FOXM1 als auch SHH eine gesteigerte Expression innerhalb der humanen 
Brusttumorgenese zeigen, die mit dem HER2-Rezeptorstatus der analysierten Tumoren 
korreliert, ist ein weiterer Hinweis auf eine mögliche Involvierung der HH-Signalkaskade 
in der Entstehung HER2 positiver Brusttumorerkrankungen. Des Weiteren bestätigen diese 
Beobachtungen eine mögliche Rolle von FOXM1 als Zielgen einer SHH Wirkung in HH 
assoziierten Tumoren, wie es auch in humanen Basalzellkarzinomen angenommen wird 
(Teh et al., 2002).  
Derzeit werden unterschiedliche Inhibitoren von FOXM1 als potentielle neue Tumorthera-
peutika diskutiert (Gusarova et al., 2007; McGovern et al., 2009; Radhakrishnan et al., 
2006). So zeigt eine aktuelle Studie von McGovern und Mitarbeitern (2010), dass Gefitinib 
(Iressa) in der Lage ist, die Expression von FOXM1 via FOXO3a in malignen Brustzellli-
nien zu reprimieren (McGovern et al., 2009). Des Weiteren wurde in einer Untersuchung 
von Gusarova und Mitarbeitern (2007) am Mausmodell gezeigt, dass eine Inhibierung der 
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FOXM1 Funktion anhand eines zellpenetrierenden ARF (26-44) Peptides in der Lage ist, 
die Zellproliferation und Angiogenese hepatozellulärer Karzinome zu reduzieren       
(Gusarova et al., 2007). Dieser Effekt konnte ebenfalls in humanen Hepatomzelllinien ge-
zeigt werden, wurde bis dato jedoch noch nicht innerhalb der humanen Brusttumorgenese 
beschrieben.  
Um in einem weiteren Schritt den Einfluss einer FOXM1 Inhibierung auf die Wachstums-
eigenschaften humaner maligner Brustzellen zu untersuchen, wurde die humane Adeno-
karzinom Zelllinie MCF7 mit FOXM1 spezifischen siRNAs behandelt und anschließend 
funktionell charakterisiert.  
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass eine Stilllegung der FOXM1 mRNA 
Expression in der humanen Adenokarzinomzelllinie MCF7 zu einem Rückgang der Zell-
proliferation führte. Ebenfalls zeichneten sich die transfizierten Zellen durch eine vermin-
derte Zellvitalität sowie verringerte Fähigkeiten zu adhäsivem Wachstum aus. Diese Daten 
sind in Übereinstimmung mit früheren funktionellen Untersuchungen der humanen Brust-
krebszelllinien MDA-MB231 und SUM149, in denen ebenfalls eine verminderte Zell-
proliferation, Migration sowie Invasion nach Behandlung mit FOXM1 spezifischen     
siRNAs beobachtet werden konnte (Ahmad et al., 2009). Die Daten aus unseren funktio-
nellen Analysen deuten somit auf eine mögliche funktionelle Rolle dieses Transkriptions-
faktors für das Wachstumsverhalten humaner Brusttumoren hin.  
Abschließend wurden Cyclin B1 und Aurora B Kinase als mögliche Zielgene einer 
FOXM1 Wirkung in humanen malignen Brustzelllinien untersucht. Cyclin B1 und Aurora 
B Kinase werden als wichtige funktionelle Regulatoren des Zellzyklus beschrieben, deren 
Überexpression bereits aus unterschiedlichen humanen Tumorentitäten bekannt ist      
(Carvajal et al., 2006; Katayama et al., 2003; Suzuki et al., 2007; Wolgemuth, 2008). Ak-
tuelle Forschungsergebnisse der letzten Jahre deuten auf einen Zusammenhang zwischen 
der Expression von FOXM1 und der Aktivität dieser Gene und beschreiben FOXM1 in 
diesem Zusammenhang ebenfalls als wichtigen Regulator des Zellzyklus (Kim et al., 2006; 
Laoukili et al., 2005; Leung et al., 2001; Wang et al., 2005). So wurde gezeigt, dass die 
FOXM1 vermittelte Transaktivierung von Cyclin B1 essentiell für den Eintritt in die Mito-
se ist und eine Überexpression von FOXM1 in kleinzelligen Lungenkarzinomen mit einem 
erhöhten Leveln einer Cyclin B1 Expression korreliert (Kim et al., 2006; Wang et al., 
2005). Die Ergebnisse unserer Studien deuten ebenfalls auf einen Zusammenhang zwi-
schen der Expression von FOXM1, Cyclin B1 und Aurora B Kinase in humanen Brusttu-
moren hin. So korrelierten die Expressionswerte dieser Gene sowohl in den untersuchten 
malignen Brustzelllinien als auch in MCF7 und MDA-MB231 Zellen nach Behandlung mit 
entsprechenden siRNAs. Cyclin B1 und Aurora B Kinase kommen somit als mögliche 
Zielgene einer FOXM1 Wirkung auch innerhalb der humanen Brusttumorgenese in Frage. 
Zusammenfassend wurde eine Überexpression von FOXM1 in humanen Brusttumoren 
sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene im Vergleich zu normalen Brustgeweben 
gezeigt. Des Weiteren wurde eine interessante Korrelation zwischen der Expression von 
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FOXM1 und dem HER2-Rezeptorstatus der untersuchten Brusttumoren beobachtet. Unse-
re Ergebnisse deuten somit auf eine Rolle von FOXM1 als Onkogen der humanen Brust-
tumorgenese hin und charakterisieren dieses Molekül weiterhin als mögliches therapeuti-
sches Angriffsziel in HER2 positiven Brusttumoren. Auf Basis der funktionellen Analysen 
konnten wir eine Funktion von FOXM1 in Prozessen des Zellwachstums, der Zellprolifera-
tion sowie der Zelladhäsion bestätigen und Cyclin B1 sowie Aurora B Kinase als mögliche 
Zielgene der FOXM1 Wirkung in humanen Brusttumoren identifizieren.  
 
4.2 Biologische Relevanz des WNT-Antagonisten 
SFRP1 
SFRP1 ist derzeit der am besten untersuchte Antagonist der WNT-Signalkaskade und zahl-
reiche Publikationen der letzten Jahre postulieren eine Rolle von SFRP1 als zentrales Tu-
morsuppressorgen in einer Reihe solider humaner Tumoren (Caldwell et al., 2004; Fukui et 
al., 2005; Lodygin et al., 2005; Nojima et al., 2007; Urakami et al., 2006; Veeck et al., 
2006), so auch innerhalb der humanen Brusttumorgenese (Veeck et al., 2006). In über 
70 % aller Mammkarzinome kommt es im Zuge einer Methylierung des SFRP1 Genpro-
motors zu einem Verlust bzw. zu einer starken Reduktion der SFRP1 Genexpression 
(Klopocki et al., 2004; Ugolini et al., 2001; Veeck et al., 2006). Eine weitere Aufklärung 
der funktionellen Folgen eines SFRP1 Verlustes im Säugersystem anhand von Sfrp1-
Knockout Mausmodellen ist daher besonders für die Tumorforschung von großem Interes-
se.  
In phänotypischen Analysen an Sfrp1-Knockout Mäusen konnte gezeigt werden, dass der 
Verlust von Sfrp1 kein de novo Auftreten von Tumoren bewirkt (Trevant et al., 2008). 
Weitergehende Untersuchungen deuten jedoch auf einige veränderte phänotypische Eigen-
schaften homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse hin. Joesting und Kollegen konnten in ers-
ten Studien der hier beschriebenen Sfrp1-Knockout Mauslinie zeigen, dass Sfrp1 in me-
senchymalen Geweben und dem Stroma sich entwickelnder Prostatagewebe exprimiert 
wird. Der Verlust von Sfrp1 in Männchen dieser Linie führte zu einer reduzierten Ausdif-
ferenzierung und einer verzögerten Proliferation ihres Prostatagewebes. Eine Überexpres-
sion von Sfrp1 in adulten Prostatageweben transgener Mäuse hingegen zeigte positive Ef-
fekte auf die Proliferation des Prostataepithels (Joesting et al., 2008).  
Weitere Studien an Sfrp1-Knockout Mausmodellen belegen, dass der Verlust von Sfrp1 zu 
veränderten phänotypischen Eigenschaften führt. So wurde eine veränderte Hämostase und 
ein erhöhtes Vorkommen von Flk2− Cd34− Lin− Sca1+ Kit+ (LSK) Zellen im Knochen-
mark homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse beobachtet (Renstrom et al., 2009). Eine Studie 
zum Skelettaufbau von Mäusen mit transgener Sfrp1 Überexpression zeigte zudem einen 
Einfluss von Sfrp1 auf das Knochenwachstum dieser Mäuse. So war das trabekuläre Kno-
chenwachstum in den Oberschenkelknochen und der Lendenwirbelsäule transgener Weib-
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chen in einem Alter von drei Monaten um 22 % und um 51 % niedriger als in Wildtyp 
Mäusen. In transgenen Männchen war das Wachstum ebenfalls um 9 % und um 33 % re-
duziert (Yao et al., 2010). Im Vergleich dazu verfügen homozygote Sfrp1-Knockout Mäu-
se über ein gesteigertes trabekuläres Knochenwachstum und eine verminderte kortikale 
Knochenmasse. Diese Unterschiede im Aufbau des Knochengewebes wurden vor allem in 
weiblichen Sfrp1-Knockout Mäusen beobachtet (Gaur et al., 2005; Gaur et al., 2006).  
Alle diese Beobachtungen geben erste Hinweise auf Funktionen von Sfrp1 in der Entwick-
lung der Prostata und im Knochenwachstum. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen zudem 
Auffälligkeiten homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse in Geweben der Niere, des Gehirns 
und des Herzens (Bodine et al., 2009;Renstrom et al., 2009;Trevant et al., 2008). Die sys-
tematische und vollständige Charakterisierung der phänotypischen Eigenschaften homozy-
goter Sfrp1-Knockout Mäuse dient dem besseren Verständnis dieses Tumorsuppressorgens 
und der Identifizierung Sfrp1 assoziierter Funktionen. 
Die Entschlüsselung Sfrp1 assoziierter Funktionen könnte ebenfalls für Erforschung krank-
heitsassoziierter Folgen eines aberranten SFRP1 Verlustes innerhalb der humanen Brust-
tumorgenese von großer Bedeutung sein.  
 
4.2.1 Sfrp1: Funktionen in vivo 
Zunächst wurde der Knockout des Sfrp1 Gens innerhalb der Sfrp1-Knockout Mauskolonie 
auf DNA-, RNA- sowie auf Proteinebene bestätigt. Ebenso konnte die Funktionalität des β-
Galaktosidase Genkonstruktes in homozygoten und heterozygoten Sfrp1-Knockout Mäu-
sen anhand von LacZ-Färbungen nachgewiesen werden.  
Erste phänotypische Analysen der homozygoten Sfrp1-Knockout Mäuse im Alter von vier 
bis dreizehn Wochen zeigten, dass diese im Bezug zu entsprechenden Wildtyp Altersge-
nossen Tendenzen zu einem verringerten Körpergewicht aufweisen. Aus aktuellen For-
schungsdaten geht hervor, dass der WNT-Signalweg inhibierend auf Prozesse der Adipo-
genese wirkt (Lagathu et al., 2009; Lee et al., 2010). Eine durch den Verlust von Sfrp1 
bedingte verstärkte Aktivierung der WNT-Signalkaskade könnte dementsprechend auch 
einen Einfluss auf den Fettstoffwechsel homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse haben und 
Auslöser dieser phänotypischen Veränderung sein.  
Weitere Auffälligkeiten ergaben sich in den Analysen zur Fertilität der Sfrp1-Knockout 
Mauskolonie. Die Analyse der Zuchtpaare zeigte, dass es zu verringerten Wurfgrößen in 
reinen homozygoten Verpaarungen kam sowie in heterozygot-homozygoten Verpaarungen 
mit homozygoten Vätern.  
Die Ergebnisse aus den Blutuntersuchungen zeigten zudem niedrigere Testosteronwerte in 
homozygoten Sfrp1-Knockout Männchen im Vergleich zu entsprechenden Wildtyp Alters-
genossen. Testosteron spielt eine wichtige Rolle für die Entwicklung der männlichen Ge-
schlechtsorgane, das geschlechtsspezifische Verhalten sowie die Fertilität (Collins et al., 
2002; Wilson, 1978) und ist zudem für das Wachstum und die Funktion der Prostata von 
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essentieller Bedeutung (Coffey und Isaacs, 1981; Williamsashman et al., 1964). In frühe-
ren Untersuchungen an Sfrp1-Knockout Mäusen wurde der Einfluss eines Knockouts von 
Sfrp1 auf die Prostataentwicklung männlicher Mäuse beschrieben. So zeigten drei Monate 
alte Sfrp1 defiziente Männchen eine reduzierte Ausdifferenzierung und eine verzögerte 
Proliferation ihres Prostataepithels (Joesting et al., 2008). Niedrigere Testosteronlevel ho-
mozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse könnten Mitauslöser dieser Entwicklungsstörung sein 
und deuten auf mögliche Zusammenhänge zwischen der Testosteronbiosynthese und Sfrp1. 
Untersuchungen an Sfrp1-/Sfrp2-defizienten Tieren weisen auf eine wichtige Rolle von 
Sfrp1 innerhalb der männlichen Sexualentwicklung. So zeigen männliche Embyronen mit 
einem stabilen Knockout von Sfrp1 und Sfrp2 in einem Alter von 16,5 Tagen multiple De-
fekte in der Morphologie und Positionierung ihrer Gonaden sowie der Entwicklung ihres 
Geschlechtstraktes auf (Warr et al., 2009). Diese Beobachtungen sind in Übereinstimmung 
mit den verringerten Wurfgrößen, wie sie innerhalb dieser Arbeit beobachtet wurden und 
könnten ebenfalls erste Hinweise auf eine eingeschränkten Fertilität männlicher Sfrp1-
Knockout Mäuse geben. Hierzu sollte man vorhandene Messwerte zunächst in größeren 
Kollektiven validieren, gleichzeitig jedoch auch den reproduktiven Trakt homozygoter 
Sfrp1 Knockout Männchen histologisch untersuchen und mögliche Auffälligkeiten im Paa-
rungsverhalten dieser Mäuse betrachten.  
Die größten Wurfzahlen wurden in reinen Wildtyp-Verpaarungen sowie in heterozygot-
Wildtyp Verpaarungen beobachtet. Eine konsekutive Analyse der Aufteilung der Genoty-
pen aus heterozygot-homozygoten und heterozygot-heterozygoten Verpaarungen ergab 
zudem, dass der Anteil erwarteter homozygoter Nachkommen verringert war. Diese Er-
gebnisse deuten auf eine verminderte Überlebensfähigkeit homozygoter Nachkommen hin. 
Innerhalb dieser Auszählungen wurden lediglich Mäuse nach dem Absetzen aus ihren El-
ternkäfigen (in einem Alter von ca. vier Wochen) betrachtet. Somit war zunächst nicht 
ersichtlich, ob es zu einem frühzeitigen Absterben homozygoter Embryonen im Uterus der 
Mutter kommt oder ob neugeborene homozygote Mäuse in den ersten vier Wochen nach 
der Geburt verminderte Überlebenschancen im Vergleich zu heterozygoten und Wildtyp 
Geschwistertieren haben. Ursachen hierfür könnten eine schlechtere Versorgung der Nach-
kommen durch homozygote Mütter, jedoch auch gestörte Verhaltensmuster zwischen den 
Nachkommen und ihren Müttern sein. 
Ergebnisse aus ersten Untersuchungen an jeweils drei homozygoten und drei Wildtyp 
Mäusen am Tag 11 der Schwangerschaft zeigten, dass homozygote Mütter weniger intakte 
Embryonen im Uterus aufwiesen als die analysierten Wildtyp Mütter. In einer der analy-
sierten homozygoten Mäuse wurde die Schwangerschaft aufgrund der geringen Gewichts-
zunahme nicht bemerkt. Diese Maus trug ebenfalls nur ein Junges aus. Diese Daten könn-
ten erste Hinweise für einen Defekt in der Anlage homozygoter Embryonen sein bzw. auf 
ein vorzeitiges intrauterines Absterben dieser Nachkommen hinweisen. Tendenzen zu ei-
nem möglichen intrauterinem Absterben homozygoter Embryonen, die in den bisher analy-
sierten Mäusen beobachtet werden konnten, sollten jedoch ebenfalls mit größeren Fallzah-
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len belegt werden. Eine direkte Auszählung der Nachkommenschaften am Tag nach der 
Geburt wäre ebenfalls ein sinnvoller und aus tierschutzrechtlicher Sicht angemessener wei-
terer Schritt, um ein durch den Sfrp1-Knockout bedingtes frühzeitiges intrauterines Ab-
sterben homozygoter Embryonen auszuschließen.  
Falls bereits im Mutterleib viele homozygote Embryonen absterben, so deutet dies darauf 
hin, dass die Rolle von Sfrp1 in der Embryonalentwicklung zwar nicht überlebensnotwen-
dig ist (da einige homozygote Tiere überleben), eine Abwesenheit von Sfrp1 jedoch gra-
vierende Folgen haben kann. In diesem Fall würde man auch häufige nicht-letale Fehlbil-
dungen homozygoter Mäuse erwarten. Innerhalb der betrachteten Kolonie wurde jedoch 
kein vermehrtes Auftreten solcher Fehlbildungen beobachtet.  
Als weitere Erklärung für die verringerten Anzahlen homozygoter Nachkommen innerhalb 
der Sfrp1-Linie könnte ein frühzeitiges Versterben der Jungen in den ersten vier Wochen 
nach der Geburt vermutet werden. Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen 
zeigten morphologische Auffälligkeiten in Uterus- und Brustgeweben homozygoter weib-
licher Elterntiere im Stadium direkt nach der Geburt. Die Uterusgewebe der analysierten 
Wildtyp Mäuse waren durch ein gehäuftes Auftreten apoptotischer Zellen gegenüber ver-
gleichbaren Geweben homozygoter Tiere gekennzeichnet. Die Brustgewebe der Wildtyp 
Mäuse zeigten zudem eine deutlich stärkere Transformation zur Laktation im Vergleich zu 
entsprechenden homozygoten Mäusen des gleichen Stadiums. Ein verzögertes Einsetzen 
der Laktation könnte somit ebenfalls Ursache für die reduzierte Anzahl an Nachkommen 
aus homozygoten Verpaarungen sein.  
Studien von Gavin und Mitarbeitern zeigten bereits 1995, dass die Mitglieder der WNT 
Genfamilie während Schwangerschaft und Laktation differentiell reguliert werden und 
postulierten eine Bedeutung dieser Signalkaskade innerhalb der postnatalen Entwicklung 
der Brust (Gavin und McMahon, 1992). Eine gezielte Regulation dieses Signalweges durch 
negative Modulatoren wie Sfrp1 ist somit wichtig für die korrekte Morphogenese des 
Brustgewebes innerhalb dieser Stadien. 
Die beobachteten histologischen Auffälligkeiten innerhalb der Brustgewebe homozygoter 
Sfrp1-Knockout Mäuse könnten dementsprechend durch eine deregulierte Wnt Genexpres-
sion als Folge des Sfrp1 Verlustes hervorgerufen worden sein. 
Die Analyse der Sfrp1 mRNA Expression innerhalb der murinen Brustentwicklung zeigte 
ebenfalls, dass Sfrp1 gerade in Phasen der Schwangerschaft und direkt nach der Geburt 
sowie während der Involution und in älteren Mäusen eine starke Expression aufweist. Ein 
Wegfall der Sfrp1 Expression müsste sich erwartungsgemäß innerhalb dieser Stadien be-
sonders stark auswirken. Auch dies ist in Übereinstimmung mit den beobachteten histolo-
gischen Auffälligkeiten in Brust- und Uterusgeweben homozygoter Mäuse post partum.  
Radisky und Mitarbeiter beschreiben die Zusammenhänge zwischen postlaktaler, bzw. 
altersbedingter Involution in humanem und murinem Brustgewebe und der Tumorgenese 
innerhalb des Brustgewebes. Dabei aktiviert die postlaktale Involution inflammatorische 
Prozesse, wie sie auch in der Wundheilung und der Mikroumgebung entstehender Tumore 
KAPITEL 4 DISKUSSION 
 
  137 
zu finden sind. Diese tumorförderliche Umgebung während der Involutionsphase könnte 
die Proliferation prämaligner Zellen im Brustgewebe begünstigen, so dass hier ein erhöhtes 
Risiko der Tumorbildung bestünde (Radisky und Hartmann, 2009). Es wäre somit denkbar, 
dass Sfrp1 als negativer Modulator des Wnt-Signalweges in der kritischen Involutionspha-
se einen wichtigen tumorsuppressiven Schutzmechanismus übernimmt. Die kurze Lebens-
dauer der Mäuse ist jedoch als einer der Gründe anzunehmen, warum sich in homozygoten 
Sfrp1-Knockout Mäusen dennoch kein spontanes Tumorwachstum einstellt.  
Im Bezug auf gewebespezifische pränatale und postnatale Veränderungen des Uterus- und 
Brustgewebes sind hormonelle Wirkmechanismen von besonderer Bedeutung (Fernandez-
Valdivia et al., 2005; Humphreys et al., 1997; Muldoon, 1986; Pepe und Albrecht, 1995). 
Oxytocin ist ein solches Peptidhormon mit essentieller Bedeutung für den Geburtsprozess. 
Sowohl das Einsetzen der Wehentätigkeit als auch morphologische Veränderungen des 
Brustgewebes im Zuge der einsetzenden Laktation sind Oxytocin vermittelt (Gimpl und 
Fahrenholz, 2001; Lee et al., 2009; Smith und Merrill, 2006). Des Weiteren beeinflusst 
Oxytocin die sozialen Interaktionen sowohl zwischen den Müttern und ihren Nachkommen 
sowie zwischen den Geschlechtspartnern (Arletti et al., 1993; Cushing und Carter, 1999; 
Ross und Young, 2009). 
Die Ergebnisse der Realtime RT-PCR Untersuchungen in den Brustgeweben homozygoter 
Sfrp1-Knockout Mäuse zeigten, dass diese sowohl in Stadien der Schwangerschaft als auch 
nach der Geburt eine deutlich stärkere Oxytocinrezeptor mRNA Expression aufweisen. Es 
ist des Weiteren bekannt, dass die Oxytocinrezeptor mRNA Expression negativ mit der 
Proteinexpression dieses Gens und mit den entsprechenden Konzentrationen an Oxytocin 
korreliert (Rekawiecki et al., 2010). Somit könnte der Anstieg der Expression in homozy-
goten Mäusen als kompensatorischer Mechanismus gedeutet werden, mit dem Sfrp1 defi-
ziente Tiere versuchen einen möglichen Mangel an Oxytocin auszugleichen und somit die 
Oxytocinaufnahmeraten der Zellen zu stabilisieren.  
Innerhalb dieser Fragestellung wäre es sinnvoll, entsprechende Level an Oxytocin im Blut 
dieser Mäuse zu messen und die Erhöhung der Oxytocinrezeptordichte in Brustgeweben 
homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse auch auf Basis der IHC zu bestätigen.  
Die genauen Steuerungsmechanismen der Expression des Oxytocinrezeptor Gens sind bis 
dato nur unzureichend geklärt. Sowohl Methylierung der Oxytocinrezeptor DNA als auch 
die Einwirkung verschiedener Steroidhormone werden als mögliche Einfluss nehmende 
Parameter diskutiert (Gimpl und Fahrenholz, 2001; Kimura et al., 2003; Kusui et al., 
2001). Der Anstieg der Oxytocinrezeptor mRNA in den Brustzellen homozygoter Sfrp1-
Knockout Mäuse macht die Expression dieses Gens des Weiteren zu einem möglichen 
Sfrp1 vermittelten Ereignis. 
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4.3 Ausblick  
Innerhalb dieser Arbeit wurden zunächst die HH Signalmitglieder SHH, GLI1 und 
FOXM1 hinsichtlich ihrer Expression als auch ihrer funktionellen Bedeutung für das hu-
mane Mammakarzinom charakterisiert. Die hier dargestellten Untersuchungsergebnisse 
klassifizieren SHH, GLI1 und FOXM1 als potentielle Biomarker humaner Brustkrebser-
krankungen. Weitere funktionelle Analysen dieser Moleküle in vitro wären ein sinnvoller 
Schritt, um die onkogenen Eigenschaften als auch den Einfluss dieser Moleküle auf das 
Wachstumsverhalten humaner Brusttumoren näher zu charakterisieren. So könnte man im 
Zuge stabiler Transfektionsexperimente und mittels siRNA Behandlungen direkte Auswir-
kungen einer Überexpression bzw. einer Repression von SHH, GLI1 und FOXM1 auf ent-
sprechende Wachstumseigenschaften sowie die Morphologie verschiedener humaner be-
nigner und maligner Brustzelllinien systematisch analysieren.  
Falls die Ergebnisse dieser Untersuchungen das onkogene Potential dieser Moleküle bestä-
tigen, würden sich zudem Xenograft-Modelle der Maus als geeignetes Instrument anbieten, 
um den Einfluss von SHH, GLI1 und FOXM1 auf das Tumorwachstum auch in vivo näher 
zu analysieren.  
Im Bezug auf das therapeutische Potential der HH-Signalkaskade sind interessanterweise 
bereits einige chemische Inhibitoren (GDC-0449, Cyclopamin) bekannt, die auch in ersten 
klinischen Studien des Basalzellkarzinoms bereits erfolgreich getestet wurden (Rubin und 
de Sauvage, 2006; Stanton und Peng, 2010). Diese Moleküle könnte man ebenfalls im Zu-
ge der Xenograft-Modelle anwenden, um ihr mögliches therapeutisches Potential innerhalb 
HH assoziierter Brusttumoren zu testen. 
Die Expressionsanalysen zu SHH zeigen außerdem, dass die Transkription dieses Gens 
über einen kombinatorischen Mechanismus aus Promotormethylierung und der Nutzung 
alternativer Transkriptionsstartpunkte reguliert wird. Diese Beobachtungen geben neue 
Einblicke in eukaryotische Mechanismen der Transkriptionsregulation. Im Bezug auf diese 
Ergebnisse wäre es weiterhin interessant zu analysieren, ob der alternative Promotor-
gebrauch dieses Gens zur Generierung neuer SHH Proteinisoformen führt. Dazu sollte man 
zunächst eine konsekutive Analyse der resultierenden Aminosäuresequenz mit geeigneten 
Programmen (z.B. http://bioweb.uwlax.edu/GenWeb/Molecular/Seq_Anal/seq_anal.htm) 
durchführen. Mögliche neue Isoformen könnten anschließend beispielsweise über die 
Technik der 2-D-Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum Westernblot 
bietet diese Methode den Vorteil, dass etwa 400-fach mehr Gesamtprotein untersucht wer-
den kann, und dass eine Auftrennung sowohl über die Isoelektrischen Punkte (IEPs) als 
auch die molekulare Größe der Proteine erfolgt. Dies ermöglicht den Nachweis schwach 
konzentrierter Proteine sowie die Auftrennung von Proteinen mit sehr ähnlicher molekula-
rer Größe, sofern deren IEPs sich ausreichend voneinander unterscheiden. 
In einem weiteren Projekt dieser Arbeit wurden die Auswirkungen eines Sfrp1 Verlustes in 
vivo auf phänotypischen Eigenschaften entsprechender Sfrp1-Knockout Mäuse genauer 
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analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten auf einen funktionellen Einfluss 
von Sfrp1 auf die Fertilität dieser Mäuse hin. So wurden verringerte Wurfgrößen in Ver-
paarungen mit homozygoten Vätern beobachtet. Die histologische Betrachtung von Uterus- 
und Brustgeweben homozygoter weiblicher Sfrp1-Knockout Mäuse im Stadium direkt 
nach Geburt zeigte ebenfalls deutliche morphologische Auffälligkeiten. Im Bezug auf das 
beobachtete verringerte Überleben homozygoter Mäuse würde es sich empfehlen zunächst 
eindeutig zu klären, ob es zu einem intrauterinen Absterben entsprechender homozygoter 
Embryonen kommt, bzw. ob diese in den ersten vier Wochen nach Geburt versterben. Ein 
sinnvoller Schritt hierfür wäre eine direkte Auszählung sowie Genotypisierung der Nach-
kommen aus heterozygot-homozygoten Verpaarungen direkt nach Geburt. Im Falle eines 
intrauterinen Absterbens der Nachkommen sollte sich bereits in diesem Stadium ein ver-
ringerter Anteil homozygoter Nachkommen bemerkbar machen. Weiterhin sollte man die 
beobachteten histologischen Veränderungen von Uterus- und Brustgeweben homozygoter 
Sfrp1-Knockout Mäuse post partum sowie Unterschiede in Oxytocinrezeptorleveln und 
Testosteronmesswerten anhand größerer Fallzahlen validieren. Im Bezug auf die gemesse-
ne Überexpression der Oxytocinrezeptor mRNA wäre es zudem sinnvoll entsprechende 
Level an Oxytocin im Blut dieser Mäuse zu messen und die Erhöhung der Oxytocinrezep-
tordichte in Brustgeweben homozygoter Sfrp1-Knockout Mäuse auch auf Basis der IHC zu 
bestätigen. Ebenfalls sollte man die Oxytozin mRNA Expression im Hypothalamus, dem 
Ort der Oxytocinbiosynthese untersuchen.  
Die in diesem Ansatz untersuchten Kandidatengene SHH, GLI1, FOXM1 und Sfrp1 wer-
den vermutlich auch Thema zukünftiger onkologischer Fragestellungen sein, da eine funk-
tionelle und tumorbiologische Charakterisierung potenzieller Biomarker im komplexen 
Netzwerk der Tumorgenese unabdingbar ist. 
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5.4 Klassifikation maligner Tumoren 
Gemäß UICC werden Tumoren in einer TNM-Klassifikation (Wittekind, 2002) nach den 
Kriterien Tumorgröße (pT), Nodalstatus (pN) und Fernmetastasenstatus (pM) unterschie-
den. 
 
pT - Primärtumor 
pTx Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
pT0 kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Karzinoma in situ 
pT1 Tumor bis 2 cm in größter Ausdehnung 
pT1a Tumor bis 0.5 cm 
pT1b Tumor 0.5 - 1 cm 
pT1c Tumor 1 - 2 cm 
pT2 Tumor > 2 cm, aber ≤ 5 cm in größter Ausdehnung 
pT3 Tumor > 5 cm in größter Ausdehnung 
pT4 Tumor jeder Größe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut 
pT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand 
pT4b mit Ödem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen der Haut 
pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam 
pT4d inflammatorisches Karzinom 
 
pN – regionäre Lymphknoten 
pNx regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
pN0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 
pN1 Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillären Lymphknoten 
pN1a nur Mikrometastasen, keine > 0.2 cm 
pN1b Metastasen in Lymphknoten, zumindest eine > 0.2 cm 
pN1bI Metastasen in 1 - 3 Lymphknoten, eine > 0.2 cm aber alle < 2 cm 
pN1bII Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten, eine > 0.2 cm, aber alle < 2 cm 
pN1bIII Ausdehnung der Metastasen über die Lymphknotenkapsel hinaus (alle < 2 cm) 
pN1bIV Metastasen in Lymphknoten ≥ 2 cm in größter Ausdehnung 
pN2 Metastasen in ipsilateralen axillären Lymphknoten, untereinander fixiert 
pN3 Metastasen in Lymphknoten entlang der Arteria mammaria interna 
 
pM – Fernmetastasierung 
pMx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden 
pM0 keine Fernmetastasen vorhanden 
pM1 Fernmetastasen liegen vor 
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Des Weiteren werden Tumoren mittels histopathologischer Tumorgraduierung klassifiziert. 
Dabei werden die Kriterien Tubulusbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate nach Elston 
und Ellis bestimmt (1993) (Elston und Ellis, 1993), und daraufhin der Malignitätsgrad des 
Tumors beurteilt. 
 
Merkmale Kriterien Score-Werte 
 
Tubulusausbildung 
 
75 % 
10 - 75 % 
< 10 % 
 
1 
2 
3 
 
Kernpolymorphie 
 
Gering 
Mittelgradig 
Stark 
 
1 
2 
3 
 
Mitoserate 
 
0 - 5/10 HPF 
6 - 11/10 HPF 
≥ 12/10 HPF 
 
1 
2 
3 
Summenscore  3 - 9 
HPF, high power field (= 400-fache Vergrößerung im Mikroskop). 
Tab. 5.1: Histopathologische Graduierung beim Brustkrebs 
 
Summenscore Malignitätsgrad G-Gruppe Definition 
3, 4, 5 Gering G1 Gut differenziert 
6, 7 Mäßig G2 Gut differenziert 
8, 9 Hoch G3 Entdifferenziert 
Tab. 5.2: Beurteilung des Summenscores bei der histopathologischen Graduierung 
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